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Gastrointestinale Stromatumoren (GIST) sind die häufigsten mesenchymalen Tumoren 
des Gastrointestinaltrakts, ihre Histologie und Terminologie wurde jedoch lange 
kontrovers diskutiert. Mit 0,1 – 3 % aller gastrointestinalen Neoplasien handelt es sich um 
relativ seltene Tumoren (Singer et al., 2002). Corless beschrieb 2014 eine Inzidenz von 
11 – 19,6 auf 1 Million Einwohner/Jahr weltweit. Die überwiegende Mehrzahl der GIST 
exprimiert KIT, eine membranständige Rezeptortyrosinkinase Typ III. Ca. 70 bis 80 % der 
sporadisch auftretenden GIST tragen eine aktivierende Mutation in dem Protoonkogen 
KIT, 5 bis 15 % in dem Protoonkogen PDGFRA. Bei den restlichen ca. 10 bis 15 % handelt 
es sich um so genannte Wildtyp-GIST, bei denen andere Mechanismen zu Grunde liegen 
oder die molekulare Ursache noch unklar ist (Heinrich et al., 2008; Hirota et al., 1998; 
Huss et al., 2013). 
1.1 Epidemiologie 
Am häufigsten treten GIST ab dem 50. Lebensjahr auf, Männer und Frauen sind gleich 
häufig betroffen. 50 – 60 % aller GIST entstehen im Magen, 20 – 30 % im Dünndarm, 
davon ca. 4 – 5 % im Duodenum. Seltene Primärlokalisationen sind das Rektum (4 %), 
das übrige Kolon (1 – 2 %), und der Ösophagus (unterschiedliche Angaben in der Literatur 
bis maximal 5 %). Sehr selten sind GIST in extraintestinalen Lokalisationen wie 
Mesenterium, Omentum und Retroperitoneum beschrieben, Einzelfallbeschreibungen 
gibt es von der Gallen- und Harnblase (Fletcher et al., 2002). Miettinen et al. geben 2006 
die Gesamtinzidenz extraintestinaler Primärlokalisationen mit weniger als 5 % an. Als 
seltene Sonderfälle kommen kindliche und familiär auftretende Fälle vor. Gefunden 
werden diese fast ausschließlich im Magen, histologisch gehören sie zumeist dem 
epitheloidzelligen Typ an. Bei Kindern unter 18 Jahren scheint es eine Häufung beim 
weiblichen Geschlecht zu geben (Li et al., 2005; Miettinen et al., 2005a). 
1.2 Pathogenese 
Aufgrund der übereinstimmenden Expression von CD117 und CD34 sowohl in der 
Mehrzahl der gastrointestinalen Stromatumoren als auch in den interstitiellen Cajal’schen 
Zellen in der Wand des Gastrointestinaltrakts geht man davon aus, dass GIST von den 
Cajal’schen Zellen oder deren Vorläuferzellen ausgehen. Cajal’sche Zellen sind die 
Schrittmacherzellen des Gastrointestinaltrakts, sie kontrollieren bzw. initiieren die Motilität 
8 
des Magen-Darm-Trakts (Hirota et al., 1998). Cajal’sche Zellen stammen von intestinalen 
mesenchymalen Vorläuferzellen ab und es wird vermutet, dass die Expression von CD117 
für die Differenzierung der Vorläuferzellen zu Cajal’schen Zellen notwendig ist (De Silva 
und Reid, 2003). CD 117 ist ein Synonym für die Tyrosinkinase KIT. Eine Mutation in KIT, 
die eine Aktivierung der Tyrosinkinase ohne Bindung des Liganden bewirkt, kann ein 
ungehindertes Zellwachstum und somit die Entstehung eines GIST erklären. Eine solche 
aktivierende Mutation in dem Proto-onkogen KIT wird in bis zu 70 bis 80 % der sporadisch 
auftretenden GIST gefunden (Hirota et al., 1998). Eine Mutation in der KIT verwandten 
Tyrosinkinase PDGFRA findet sich in weiteren 5 bis 15 % (Heinrich et al., 2008; Hirota et 
al., 1998; Huss et al., 2013; Miettinen und Lasota, 2013). In einer kleinen Zahl von Fällen 
treten GIST familiär gehäuft auf. Bislang konnten über 30 Familien weltweit identifiziert 
werden, die eine Keimbahnmutation im KIT-Gen tragen (Jones et al., 2015). Bei einer 
Subgruppe von diesen treten neben GIST auch Hyperpigmentierungen und systemische 
Mastozytosen auf (Beghini et al., 2001; Isozaki et al., 2000; Kleinbaum et al., 2008). GIST 
ohne nach-zuweisende KIT- oder PDGFRA-Mutation wurden in den vergangenen Jahren 
auch als Wildtyp-GIST bezeichnet. Durch die weitere Aufklärung unterschiedlicher patho-
genetischer Mechanismen ihrer Entstehung wird diese Bezeichnung zunehmend 
kontrovers diskutiert. Eine sinnvolle Unterteilung dieser Gruppe erfolgt heute in Tumoren 
mit und solche ohne Succinatdehydrogenase-Defizienz (SDH-Defizienz). Bei der SDH-
Defizienz fällt einer der vier Bestandteile (SDHA, -B, -C, oder -D) des Succinat-
dehydrogenase-Komplexes durch Mutation oder epigenetisches Silencing aus, und es 
kommt zu einer intrazellulären Akkumulation von Succinat. 2011 beschrieben Janeway et 
al. Mutationen in der Untereinheit B, C oder D der Succinatdehydrogenase bei zumeist 
jungen Patienten mit multiplen mit Paragangliomen assoziierten GIST. SDH-Mutationen 
können sowohl in der Keimbahn als auch somatisch vorkommen. Bei erstgenannter 
Situation entwickeln die zumeist jungen Patienten mit Keimbahnmutation im SDH-
Komplex neben GIST auch Paragangliome, dieses Krankheitsbild wird Carney-Stratakis-
Syndrom genannt. Bei zweitgenannter Konstellation mit somatischer SDH-Mutation treten 
neben GIST pulmonale Chondrome auf, es handelt sich um die Carney-Triade (Carney 
und Stratakis, 2002; Pasini et al., 2008; Zhang et al., 2010). Miettinen et al. beschrieben 
2011, dass aus ihrem Patientenkollektiv bei etwa 7,5 % der nicht klassifizierten GIST eine 
ursächliche Fehlfunktion der Succinatdehydrogenase gefunden werden konnte. Ein Teil 
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der SDH-negativen GIST lässt sich keinem dieser Syndrome zuordnen, die Genese dieser 
Tumoren ist bislang nicht vollständig aufgeklärt. In mehreren Studien konnte bei Wildtyp-
GIST, sowohl bei solchen mit als auch bei solchen ohne SDH-Defizienz, eine 
Überexpression des IGF1-Rezeptors nachgewiesen werden. Bei SDH-defizienten GIST 
kann dies auf eine Hochregulation der Transkription von IGF1 in Folge einer Akkumulation 
von Succinat zurückgeführt werden, bei Wildtyp-GIST mit intakter 
Succinatdehydrogenase könnten anderweitige Störungen im mitochondrialen 
Stoffwechsel ursächlich sein (Beadling et al., 2013; Belinsky et al., 2013; Braconi et al., 
2008; Corless 2014). Der IGF1-Rezeptor nimmt, ebenso wie KIT, über die MAP- und 
PI3Kinase/ AKT-Signalkaskade Einfluss auf die Zellproliferation (Nannini et al., 2013). 
Eine weitere familiäre Prädisposition stellt die Neurofibromatose Typ 1 dar, bei der der 
SDH-Komplex intakt ist. Patienten mit einer Neurofibromatose Typ I haben ein gegenüber 
der Normalbevölkerung ca. 200fach erhöhtes Risiko, einen GIST zu entwickeln. Diese 
GIST treten meist multipel im Bereich des Dünndarms auf (Andersson et al., 2005; 
Miettinen und Lasota, 2006; Miettinen und Lasota, 2011). Corless geht 2014 davon aus, 
dass etwa 7 % der Patienten mit Neurofibromatose einen GIST entwickeln. Neben den 
bisher beschriebenen Pathomechanismen wurden in einigen GIST Mutationen im BRAF-
Gen, das für eine Serin/Threonin Kinase kodiert und als Protoonkogen unter anderem des 
malignen Melanoms bekannt ist, gefunden. BRAF- mutierte GIST scheinen vor allem im 
Dünndarm aufzutreten (Agaimy et al., 2009; Agaram et al., 2008). 
1.3 Diagnostik 
1.3.1 Klinik 
GIST verursachen keine charakteristischen klinischen Zeichen. Die Symptomatik ist 
abhängig von Lokalisation und Größe des Tumors. Zumeist stehen uncharakteristische 
Oberbauchbeschwerden, Schmerzen und Übelkeit im Vordergrund, aber auch 
Obstipation, Ileus oder gastrointestinale Blutungen kommen vor (Corless 2014; Frankel 
et al., 2011). Wie bei anderen konsumierenden Erkrankungen kann auch eine B-
Symptomatik einen Hinweis auf einen GIST geben. 
1.3.2 Klinische Diagnostik 
Da es bislang keine GIST-spezifischen Biomarker im Blut gibt, erfolgt die Diagnose-
stellung mittels gastrointestinaler Bildgebung (seltener sonographisch, häufiger CT, MRT, 
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PET-CT), endoskopisch beziehungsweise endosonographisch oder im Rahmen 
laparoskopischer oder offener chirurgischer Interventionen. Ca. 30 % der GIST werden 
als Zufallsbefund diagnostiziert. Van der Noot et al. beschrieben 2004 eine präoperative 
Diagnosestellung via endoskopischer Biopsie in ca. 20 – 30 % der Fälle, eine endo-
sonographisch gesteuerte Feinnadelpunktion hatte eine Erfolgsrate bis 76 %. 2011 
veröffentlichen De Witt et al. eine erfolgreiche Diagnosestellung bei über 90 % der Fälle 
durch eine endosonographisch gesteuerte Biopsie. 
1.3.3 Makroskopische und mikroskopische Charakteristika 
Makroskopisch stellen sich GIST meist als gut abgrenzbare Tumoren mit fibroider oder 
muskelartiger Schnittfläche mit Ausgang von der Muscularis propria dar. Größere 
Läsionen weisen häufig eine zystische Degeneration oder zentrale Nekrose auf. 
Ulzerationen der benachbarten Mukosa können vorkommen (De Silva und Reid, 2003). 
Histologisch werden GIST in 3 Kategorien unterteilt (Fletcher et al., 2002). Etwa 70 % der 
GIST gehören zum spindelzelligen Subtyp, 10 % zum epitheloidzelligen Subtyp, der nach 
de Silva und Reid, 2003 und Fletcher et al., 2002 häufig im Magen lokalisiert ist. Beim 
gemischten Subtyp, der 3. Kategorie, in etwa 20 % beobachtet, existieren beide Formen 
nebeneinander oder der Zelltyp ist intermediär.  
1.3.4 Immunhistochemische Charakteristika  
90 – 95 % der gastrointestinalen Stromatumoren exprimieren unabhängig von ihrer 
Primärlokalisation, ihrem histologischem Erscheinungsbild und ihrem biologischen 
Verhalten den Marker CD117, synonym KIT-Rezeptor (González-Cámpora et al., 2011). 
Dabei ist bei den meisten GIST KIT in über 90 % der Tumorzellen nachweisbar, während 
nur eine Minderheit KIT fokal nur in 5 – 20 % der Tumorzellen exprimiert (Fletcher et al., 
2002). Ein weiterer GIST-spezifischer Marker wurde 2004 von West et al. beschrieben. 
DOG1 („Discovered on GIST 1“), auch bekannt unter dem Namen Anoctamin 1 (ANO1), 
ist ein Calcium reguliertes Chloridkanalprotein, das, wie auch der KIT-Rezeptor, in den 
Cajal’schen Zellen exprimiert wird und daher auch bei KIT-negativen GIST zur 
Diagnosestellung herangezogen werden kann. Das Gen für DOG1 liegt auf Chromosom 
11q13. Liegl et al. bestätigten 2009 DOG1 als sehr sensitiven immunhistochemischen 
Marker, in ihrer Untersuchung konnten 36 % der KIT-negativen GIST mittels DOG1 
diagnostiziert werden. Aktuell geht man davon aus, dass etwa 97 % der GIST positiv für 
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DOG1 sind, negativ sind vereinzelt GIST des Dünndarms. KIT und DOG1 zusammen 
können fast 100 % der GIST diagnostizieren, da sich ihre „shadow areas" unterscheiden 
(Miettinen et al., 2009). 
 
Von GIST abzugrenzen sind anderweitige vor allem mesenchymale Tumoren mit 
anderem immunhistochemischen Expressionsprofil, wie z.B. Leiomyome, Leiomyo-
sarkome, Schwannome, dedifferenzierte Liposarkome, aber auch atypisch wachsende 
Karzinome, neuroendokrine Tumoren oder Lymphome (Miettinen et al., 2011). 
1.4 Molekularpathologie bei GIST 
1.4.1 Der KIT–Rezeptor (CD117) 
Die Tyrosinkinase KIT (Synonym CD117) ist eine membranständige Rezeptor-
Tyrosinkinase. Codiert wird KIT von dem etwa 70 Kilobasen umfassenden Protoonkogen 
KIT auf dem langen Arm des Chromosoms 4 (4q11 21) (D‘ Auriol et al., 1988). Das Gen 
besteht aus 21 Exons mit einer Länge zwischen 92 – 383 Basenpaaren. Der Rezeptor hat 
ein Molekulargewicht von 145 Kilodalton und besteht aus 5230 Basenpaaren, die für 976 
Aminosäuren kodieren. Wie alle membranständigen Tyrosinkinasen besteht KIT aus 3 
Untereinheiten: 
Einer aus 5 Schleifen bestehenden extrazellulären Domäne, an die der Ligand bindet und 
die die Dimerisation und die Proteolyse des Proteins reguliert. Zudem aus einer 
transmembranären Domäne, die das Protein in der Zellmembran verankert und an die 
sich eine juxtamembranäre Domäne anschließt, die eine autoinhibitorische Funktion 
besitzt. Des weiteren aus einer intrazellulären Domäne, der eigentlichen Tyrosinkinase, 
bestehend aus eine Domäne mit einer ATP-Bindungsstelle und einer zweiten mit eine 
Phosphotransferase-Region, die Ausgangspunkt weiterer intrazellulärer Signalkaskaden 





Abb. 1: Aufbau des KIT-Rezeptors mit den zugeordneten Exonen (Abbildung modifiziert 
nach Joensuu et al., 2002) 
 
Als Ligand dient der Stammzellfaktor (Synonym stem cell factor, SCF, steel factor, mast 
cell growth factor, kit Ligand), dessen Bindung an den Rezeptor zu einer Dimerisation 
zweier nebeneinander liegender Rezeptorproteine führt. In der Folge kommt es zu einer 












Abb. 2: Aktivierter c-KIT-Rezeptor mit gebundenem Liganden ( ) (Abbildung modifiziert 
nach Linda Gregory, biologische Diplomarbeit mit dem Titel „Resistenzmechanismen von 
gastrointestinalen Stromatumoren unter Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren“, vorgelegt 
im März 2006 in der Rheinischen-Friedrich-Wilhelms Universität Bonn). 
 
Der phosphorylierte Rezeptor aktiviert wichtige intrazelluläre Signalwege wie z. B. den 
„mitogen activated protein kinase“ (MAP-Kinase) Weg, den JAK/STAT Weg sowie die 
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), die sämtlich die Zellproliferation sowie die 
Zellapoptose regulieren (Duensing et al., 2004).  
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Abb. 3: Von KIT gesteuerte intrazelluläre Signalkaskaden (Abbildung modifiziert nach 
Liang et al., 2013 (1)) 
 
Physiologisch wird KIT in hämatopoetischen Vorläuferzellen, Mastzellen, Keimzellen, 
Zellen des Zentralen Nervensystems, Melanoblasten und Melanozyten, im Brustdrüsen-
epithel und den Cajal’schen Zellen exprimiert (Bokemeyer et al., 1996; Horie et al., 1993; 
Scheijen et al., 2002; Tian et al., 1999; Tsuura et al., 1994). Der KIT/SCF Signal-weg 
scheint essentiell für die Entwicklung von Melanozyten, Erythrozyten, Keimzellen, 
Mastzellen und Cajal’schen Zellen zu sein (Hirota et al., 1998). Weitere Tumoren, die 
regelmäßig KIT exprimieren, gehen zumeist von den oben genannten Zellen aus, 2004 
veröffentlichten Went et al. ihre Ergebnisse bezüglich der Prävalenz der KIT Expression 
aus 3000 Tumorproben von 120 Tumorentitäten, nachweisbar war KIT abgesehen von 
GIST in Seminomen (84 %), adenoidzystischen Karzinomen (65 %), malignen 
Melanomen (35 %) und Bronchialkarzinomen (17 %) sowie in Einzelfällen in weiteren 
Entitäten. 
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Bei manchen dieser Tumoren finden sich Mutationen in KIT an derselben Lokalisation wie 
bei GISTs (Huss et al., 2013). Im Falle von kleinzelligen Bronchialkarzinomen wird zwar 
KIT exprimiert (Krystal et al., 1996; Pietsch et al., 1998), hier konnten in mehreren Studien 
jedoch keine KIT-Mutationen nachgewiesen werden (Burger et al., 2003; Lu et al., 2012). 
Eine Expression von KIT bei Patienten mit systemischer Mastozytose beschrieben bereits 
Arber et al. 1998, Afrin et al. veröffentlichten im Juni 2015 eine erfolgreichen Therapie mit 
Sunitinib bei einer Patientin mit systemischer Mastozytose und KIT D816V Mutation. 
Inaktivierende Mutationen im KIT-Rezeptor wurden bei Patienten mit Piebaldismus, einer 
Pigmentierungsstörung mit weißer Stirnhaarsträhne und hypopigmentierten Hautarealen 
an Stamm und Extremitäten gefunden (López und Jordá 2011; Spritz et al., 1992). 
Schaltet man den SCF/KIT Signalweg bei Mäusen aus, so entwickeln diese eine Anämie, 
eine Infertilität, Pigmentierungsstörungen und eine gestörte Motilität im Gastro-
intestinaltrakt (Chabot et al., 1988). 
1.5 Mutationsspektrum von KIT bei GIST 
In der Mehrzahl der Fälle ist die Pathogenese eines GIST mit einer aktivierenden Mutation 
im KIT-Gen oder PDGFRA-Gen verbunden, diese treten jedoch nicht zufällig verteilt auf, 
sondern liegen zumeist in einer so genannten „Hot-Spot“ Region (KIT Exon 9, 11, 13, 17). 
Die Mutationen scheinen früh in der Pathogenese eines GIST aufzutreten, da sie bereits 
in Tumormaterial von Tumoren mit einem Durchmesser von kleiner 1 cm nachweisbar 
sind (Corless et al., 2002). 
Manche Autoren berichten von einer Mutationsrate in KIT von über 90 % der GIST (Lasota 
und Miettinen, 2008), die Angaben schwanken jedoch erheblich, unter anderem 
wahrscheinlich aufgrund unterschiedlicher Detektionstechnik und der ethnischen Unter-
schiede in den verschiedenen Kollektiven. Aktuell geht man davon aus, dass ca. 80 % der 
GIST eine aktivierende Mutation im KIT-Gen aufweisen, am häufigsten betroffen ist Exon 
11, gefolgt von Exon 9 (Corless, 2014; Miettinen und Lasota, 2011). Exon 11 kodiert die 
juxtamembranäre Domäne. Durch Mutationen wird wahrscheinlich die α-helikale Struktur 
verändert, so dass die autoinhibitorische Funktion verloren geht und eine 
ligandenunabhängige Aktivierung besteht (Hirota et al., 1998). Häufig sind Codon 557 
und/oder Codon 558 deletiert (Debiec-Rychter et al., 2004). Tumoren mit Deletionen in 
dieser Region sind zumeist aggressiver als Tumoren mit Mutationen, die lediglich einen 
Austausch von Nukleotiden bewirken (Martin et al., 2005; Wardelmann et al., 2003), dies 
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scheint insbesondere für gastrale Tumoren zu gelten (Miettinen et al., 2005b). Mutationen, 
die zu einem Austausch einzelner Nukleotide in Exon 11 führen und somit mit einer eher 
günstigen Prognose einhergehen, beschränken sich in aller Regel auf Codon 557, 559, 
560 und 576 (Lasota et al., 2003; Miettinen und Lasota, 2013). Insgesamt zeigen die 
häufigsten KIT Exon 11 Mutationen ein gutes Ansprechen auf Imatinib (Lasota und 
Miettinen, 2008). 
Exon 9 kodiert die 5. extrazellulär gelegene immunglobulinähnliche Schleife. Aktuell geht 
man davon aus, dass ca. 10 % der GIST Mutationen in KIT Exon 9 aufweisen (Corless, 
2014; Lux et al., 2000). Zumeist handelt es sich um eine 6 Basenpaarinsertion, die zu 
einer Duplikation von Codon Alanin-502 und Tyrosin-503 führt, andere Mutationstypen, 
z.B. Codon 506 betreffend, sind nur in Einzelfällen beschrieben (Hostein et al., 2006; Huss 
et al., 2013). Yuzawa et al. gehen davon aus, dass die Konformationsänderung, die sonst 
durch die Bindung des Liganden zustande kommt, durch die Mutation imitiert wird 
(Yuzawa et al., 2007). GIST mit KIT Exon 9 Mutationen kommen häufiger in Dünn- und 
Dickdarm vor, gastrale GIST haben hingegen nur selten eine Primärmutation in KIT Exon 
9 (Antonescu et al., 2004; Huss et al., 2013). Aufgrund des schlechteren Ansprechens 
dieser Tumoren auf Imatinib in der Standarddosierung und der besseren Prognose unter 
erhöhter Imatinibdosierung wird bei GIST mit Mutationen in KIT Exon 9 die Imatinib-
Standarddosierung von 400 mg/ Tag auf 800 mg/ Tag erhöht oder gegebenenfalls ein 
alternativer Tyrosinkinaseinhibitor wie z. B. Sunitinib verwendet (Debiec-Rychter et al., 
2006; Marrari et al., 2010). 
In seltenen Fällen (< 2 %) finden sich Mutationen in KIT Exon 13 (zumeist Codon 642), 
das die 1. Tyrosinkinase kodiert. Lasota et al. (2008) vermuten, dass die Mutation in der 
ATP-Bindungsstelle mit der normalen autoinhibitorischen Funktion der juxtamembranären 
Domäne interferiert.  
Auch in KIT Exon 17, dass die 2. Tyrosinkinasedomäne kodiert, werden ebenfalls in 
seltenen Fällen (ca. 1 %) Mutationen beschrieben. Exon 17-Mutationen führen zu einer 
Daueraktivierung der Kinasedomäne. Das Ansprechen auf Imatinib ist variabel (Corless, 
2014; Lasota et al., 2008; Lux et al., 2000), recht häufig werden aber Resistenzen 
beobachtet, da Imatinib nur an die nicht aktivierte Konformation des KIT-Rezeptors binden 
kann.  
17 
KIT Exon 8 kodiert für die extrazelluläre Domäne. Nachdem 2005 von Hartmann et al. 
Mutationen in KIT Exon 8 als Keimbahnmutationen bei GIST und Mastozytose be-
schrieben wurden, wiesen Huss et al. 2013 KIT Exon 8 Mutationen bei sporadischen GIST 
(< 1 % der Fälle) nach. 
1.6 Dignität 
Die Dignitätsbeurteilung von gastrointestinalen Stromatumoren ist schwierig. Fletcher et 
al. teilten die Tumoren 2002 anhand der Tumorgröße und der Mitoserate in die Gruppen 
„high risk“, „intermediate risk“, „low risk“ und „very low risk“ ein. Unabhängig von der Größe 
des Primärtumors und der Mitosezahl scheinen GIST mit Primärlokalisation im Dünndarm 
eine schlechtere Prognose, die mit Primärlokalisation im Magen eine bessere Prognose 
zu haben (Emory et al., 1999; Miettinen und Lasota, 2001). GIST im Ösophagus sind 
außerordentlich selten (< 1 %) und aufgrund ihrer späten Diagnose-stellung meist mit 
einer ungünstigen Prognose assoziiert (Miettinen und Lasota, 2011). Miettinen und Lasota 
entwickelten daher 2006 eine Klassifikation, die neben Proliferation und Größe auch die 
Primärlokalisation berücksichtigt. Diese später als AFIP-Klassifikation bezeichnete 
Einteilung ist heute die gängigste und am häufigsten verwendete.  
Tab. 1: AFIP Klassifikation zur Dignitätsbeurteilung nach Miettinen und Lasota, 2006 
   Risiko für Tumorprogress 
Klasse Größe [cm] Mitoseanzahl 
pro 50 HPF 
Gastrale GIST Dünndarm 
GIST 
1 ≤ 2 ≤ 5 Sehr niedrig Sehr niedrig 
2 > 2 ≤ 5  Niedrig Niedrig 
3a > 5 ≤ 10  Niedrig Intermediär 
3b > 10  Intermediär Hoch 
4 ≤ 2 > 5 Niedrig* Hoch* 
5 > 2 ≤ 5  Intermediär Hoch 
6a > 5 ≤ 10  Hoch Hoch 
6b > 10  Hoch Hoch 
HPF – high power field 
* nicht ausreichend Fälle, um das Rückfallrisiko abschätzen zu können 
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Wie auch bei anderen Tumoren geht eine Metastasierung bei Diagnosestellung mit einer 
schlechteren Prognose einher. Eine Tumorruptur vor oder während der Operation führt 
durch das erhöhte Risiko einer peritonealen Metastasierung ebenfalls zu einer 
schlechteren Prognose (Joensuu, 2008; Hohenberger et al., 2010). Patienten mit 
Symptomatik bei Diagnosestellung scheinen eine schlechtere Prognose zu haben als 
Patienten, die initial klinisch unauffällig sind (Hassan et al., 2008). Gold et al. 
veröffentlichten 2009 ein Nomogramm, das die Prognose des progressfreien Intervalls 
abschätzen soll, Rossi et al. 2011 eines zum Abschätzen des Überlebens der Patienten. 
Da bei den bisherigen „klassischen“ Einteilungen nur 0,1 cm Unterschied in der Größen-
messung oder eine gezählte Mitose mehr oder weniger über die Gruppenzugehörigkeit 
eines GIST entschied, entwickelten Joensuu et al. 2012 (b) aus einem Datensatz von über 
2500 Patienten so genannte „heat maps“. Ausgehend von den Informationen 
Tumorlokalisation, Tumorgröße, Mitoseanzahl und Tumorruptur kann man also das Risiko 
eines Fortschreitens der Erkrankung nach einer Operation genauer abschätzen. 
1.7 Klinischer Verlauf 
50 % der GIST rezidivieren innerhalb der ersten 5 Jahre nach Diagnosestellung. Am 
häufigsten sind Rezidive im Peritoneum oder Lebermetastasen (DeMatteo et al., 2000). 
Eine solche Metastasierung ist mit einer ungünstigen Prognose verbunden, im Zeitalter 
des Einsatzes von Tyrosinkinaseinhibitoren zunehmend häufiger mit einer Krankheits-
stabilisierung über einen erstaunlich langen Zeitraum. Wegen der Möglichkeit einer 
späten Metastasierung ist ein langfristiges bzw. lebenslanges Follow-up erforderlich 
(Fletcher et al., 2002; Ginori et al., 2015; Miettinen und Lasota, 2013). Fernmetastasen 
außerhalb der Leber und des Peritoneums kommen seltener vor, werden aber in Einzel-
berichten geschildert (Akiyama et al., 2004; Anagnostoulis et al., 2007; Cil et al., 2011; 
Shabahang et al., 2002), so z. B. Metastasen im zentralen Nervensystem oder im 
Knochen (Naoe et al., 2011). 
1.8 Therapie 
1.8.1 Chirurgische Therapie 
Da GIST nicht auf konventionelle Chemotherapien und Bestrahlung reagieren, war die 
komplette chirurgische Tumorresektion bis zur Entdeckung der Wirkung von Tyrosin-
kinaseinhibitoren die einzige Therapiemöglichkeit. Das mediane Überleben lag bei 
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fortgeschrittenen GIST bei 10 – 17 Monaten (Nilsson et al., 2005). Nach wie vor ist die 
laparoskopische oder offene chirurgische Tumorentfernung die Therapie der Wahl bei 
Erstdiagnose eines lokalisierten GIST (Frankel et al., 2011; Liang et al., 2013; Pelletier et 
al., 2015). 
1.8.2 Medikamentöse Therapie 
2001 beschrieben Joensuu et al. im New England Journal of Medicine erstmals die 
Wirkung von Imatinib bei einer Patientin mit metastasiertem GIST mit herausragendem 
Erfolg. Imatinib (ursprünglich STI571, Glivec®, Novartis, Basel, Schweiz) ist ein synthe-
tischer Tyrosinkinaseinhibitor, der an die inaktive Tyrosinkinasedomäne bindet, so die 
Bindung von ATP verhindert und dadurch die Phosphorylierung von KIT, PDGFR und 
BCR-ABL hemmt. Imatinib wird über das Cytochrom P450 System metabolisiert.  
In einer Phase II Studie (B2222) profitierten Patienten mit einem Imatinib-Plasmaspiegel 
von über 1,100 ng/ml mit einem längeren progressfreien Überleben im Vergleich zu 
Patienten mit einem Plasmaspiegel von unter 1,100 ng/ml. Dies gilt insbesondere für 
GIST mit Primärmutation in KIT Exon 11 (Demetri et al., 2009). Diese Konzentration wird 
durch eine tägliche orale Einnahme von 300 – 400 mg (maximal bis 800 mg/ Tag) erreicht. 
Kommt es im Rahmen der Therapie mit der üblichen Dosierung (400 mg/ Tag) nicht zu 
einem Ansprechen, sollte die Dosierung auf maximal 800 mg/ Tag erhöht werden. Yoo et 
al. zeigten 2010, dass Patienten nach Resektion eines Großteils des Magens einen 
geringeren Imatinib-Plasmaspiegel aufweisen, hingegen scheinen Dünn-
darmresektionen keinen signifikanten Einfluss auf den Plasmaspiegel zu haben.  
Als Nebenwirkungen sind Übelkeit, Durchfall, Wasserretention, Müdigkeit, Muskel-
krämpfe, Bauchschmerzen und Exantheme beschrieben. Bei großen Tumoren ist eine 
gastrointestinale Blutung möglich, in der Regel wird Imatinib jedoch gut vertragen (Caram 
und Schuetze, 2011). Bei erhöhter Imatinibdosierung nimmt die Rate der 
Nebenwirkungen, insbesondere die gastrointestinalen Beschwerden, die Ödem-
entwicklung und die kutanen Reaktionen zu, eine entsprechende symptomatische 
Therapie kann dann eine Dosisreduktion oder Therapieunterbrechung verhindern 
(Joensuu et al., 2011).  
Insgesamt profitieren ca. 75 bis 90 % der Patienten von einer Therapie mit Imatinib, 
dieses Ansprechen ist abhängig von dem Primärmutationsstatus der Tumoren (Heinrich 
et al., 2006). Zusammenfassend liegt das Ansprechen auf Imatinib bei Primärmutationen 
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in KIT Exon 11 bei ca. 70 – 80 %, in KIT Exon 9 bei ca. 30 – 50 %. Wildtyp-GIST sprechen 
in bis zu 25 % auf Imatinib an (Demetri et al., 2002; Heinrich et al., 2003). Das mediane 
Überleben stieg durch die medikamentöse Therapie auf etwa 50 Monate an (Blanke et 
al., 2008). 
Nach den beachtlichen Erfolgen mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib bei 
metastasiertem GIST war es naheliegend, auch den Einsatz als adjuvante Therapie nach 
kompletter Tumorentfernung bei „high risk“ Tumoren zu testen. Eine erste amerikanische 
Studie (Z9001) konnte bereits bei einjähriger Gabe die progressionsfreie Zeit signifikant 
verlängern (Dematteo et al., 2009). Eine Gabe über 3 Jahre verlängert das krankheitsfreie 
Intervall und auch das Gesamtüberleben (Joensuu et al, 2012 (a); Reichardt et al., 2012; 
Joensuu et al., 2015). Die aktuellen Richtlinien der European Society for Medical 
Oncology (ESMO) von 2014 empfehlen für Patienten mit „high risk“ GIST eine adjuvante 
Therapie mit 400 mg/ Tag Imatinib über 3 Jahre. Eine CT-Kontrolle sollte in den ersten 
zwei Jahren alle 3 – 4 Monate, im dritten bis fünften Jahr alle 6 Monate und im sechsten 
bis zehnten Jahr einmal jährlich erfolgen. Patienten mit „intermediate risk“ können 
ebenfalls eine adjuvante Therapie erhalten, diese Entscheidung sollte gemeinsam mit 
dem Patienten als Konsens getroffen werden (The ESMO/ European Sarcoma Network 
Group, 2014; Reichardt et al., 2012). Primär imatinibresistente GIST, z.B. GIST mit 
Primärmutation in PDGFRA Exon 18 (p.D842V) sowie Patienten mit einem Wildtyp-GIST, 
werden zumeist von einer adjuvanten Imatinibtherapie ausgeschlossen (Casali et al., 
2012). Da die Prognose in der Mehrzahl dieser Fälle ohnehin besser ist als bei KIT-
mutierten GIST, wird in der Regel auf eine adjuvante Therapie verzichtet. 
Bei großen oder primär inoperablen Tumoren kann eine neoadjuvante präoperative 
Therapie mit einem Tyrosinkinaseinhibitor die Operation ermöglichen beziehungsweise 
deren Risiko minimieren. Ein allgemeingültiges Therapieschema existiert bislang nicht 
(Bednarski et al., 2014), die Mehrzahl der Patienten wird 6 bis 12 Monate vorbehandelt 
und auch nach erfolgter Operation mindestens bis zu einer Gesamtbehandlungsdauer 
von 3 Jahren weiterbehandelt. 
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1.9 Resistenzentwicklung unter Therapie mit Imatinib 
1.9.1 Primäre Resistenz 
Man unterscheidet zwischen primärer Resistenz, entsprechend einem Tumorprogress 
innerhalb der ersten 3 bis 6 Monate nach Therapiebeginn, und sekundärer Resistenz, 
entsprechend einem Tumorprogress nach den ersten 6 Monaten nach Therapiebeginn. 
Bis zu 14 % der GIST zeigen eine primäre Resistenz gegenüber Imatinib (Heinrich et al., 
2008). Die wichtigste Ursache einer primären Resistenz ist die zugrunde liegende 
Mutation. So ist die PDGFRA Exon 18 Mutation p.D842V immer resistent, da durch den 
Austausch der Aminosäuren PDGFRA in der aktiven Form gehalten wird und somit eine 
Bindung von Imatinib nicht möglich ist. Dies konnte in vitro bestätigt werden, unterstützt 
wird diese Beobachtung auch durch den Nachweis einer p.D842V Sekundärmutation bei 
einem Patienten mit einem Primärtumor mit KIT Exon 11 Mutation und Sekundär-resistenz 
(Debiec-Rychter et al., 2005). 
KIT Exon 9 Mutationen sind in der Gruppe der primär resistenten GIST in der Standard-
dosierung von 400 mg Imatinib pro Tag häufiger resistent, da die durch die Mutation 
hervorgerufene Strukturveränderung der extrazellulären Domäne eine stabile Bindung 
von Imatinib verhindert (Heinrich et al., 2006).  
Eine weitere Ursache der Primärresistenz kann in einem nicht ausreichenden Imatinib-
spiegel liegen, in diesem Fall kann eine Erhöhung der Dosierung auf 800 mg/ Tag helfen. 
Die dann eventuell verstärkt auftretenden Nebenwirkungen sollten symptomorientiert 
behandelt werden (Gounder et al., 2011). 
Lee et al. beschrieben in ihrer Metaanalyse Ende 2013 eine primäre Resistenz auf 
Imatinib in 50 % der PDGFRA mutierten GIST sowie in 33,4 % der Wildtyp-GIST. In der 
Gruppe der KIT mutierten GIST waren 8,9 % der Tumoren primär resistent, betroffen 
waren vor allem Mutationen in Exon 9.  
1.9.2 Sekundäre Resistenz 
Ca. 40 – 50 % der Patienten mit einem GIST entwickeln innerhalb der ersten 2 Jahre nach 
Therapiebeginn eine sekundäre Resistenz gegenüber Imatinib (Heinrich et al., 2008). Von 
der Therapie der chronisch myeloischen Leukämie (CML) mit Imatinib weiß man, dass 
mehr als 30 % der Patienten im Verlauf der Therapie eine Resistenz auf Imatinib 
entwickeln. Als Ursache konnten vor allem Sekundärmutationen in der BCR-ABL Kinase 
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Domäne nachgewiesen werden, seltener eine Amplifikation des BCR-ABL-Gens. Es ist 
mittlerweile gezeigt worden, dass diese Mechanismen auch in der Entwicklung einer 
Sekundärresistenz bei GIST eine Rolle spielen (Azam et al., 2003; Hochhaus et al., 2002; 
Reddy und Aggarwal, 2012). 
1.10 Fragestellung 
In Analogie hierzu war das vorrangige Ziel dieser Arbeit der Nachweis entsprechender 
Sekundärmutationen in KIT bei Patienten mit fortgeschrittenem GIST sowie die sich 
daraus ergebenden Fragen nach  
1.) Frequenz und Lokalisation des Auftretens,  
2.) der Assoziation zu bestimmten Primärmutationstypen,  
3.) der Art der Sekundärmutationen und  
4.) dem Einfluss der Sekundärmutationen auf den klinischen Verlauf.  
 
Im ersten Teil dieser Arbeit wurden Tumormanifestationen von Patienten mit 
fortgeschrittenem GIST vor und unter Therapie mit Imatinib in den Genabschnitten KIT 
Exon 14 und 15 auf mögliche Sequenzabweichungen untersucht. Diese Regionen wurden 
ausgewählt, da KIT Exon 14 die 1. Tyrosinkinase und KIT Exon 15 das Kinase- Insert 
zwischen beiden Tyrosinkinasen kodiert und hieraus Konformationsänderungen dieser 
Regionen anzunehmen sind, die sich auf die Bindung von Imatinib auswirken könnten. 
Zum Ausschluss der Möglichkeit, dass es sich bei gefundenen KIT Exon 14- oder 15-
Mutationen um Primär- und nicht um Sekundärmutationen handelt, wurden außerdem 19 
GIST (sog. Wildtyp-GIST) in diesen Genabschnitten untersucht. 
 
Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit der in vitro-Validierung des Effektes 
möglicher Sekundärmutationen. Durch eine In-vitro-Mutagenese sollten die gefundenen 
Mutationen in einen passenden Expressionsvektor kloniert werden, so dass das Konstrukt 
später in eine Zellreihe transferiert werden kann um die Auswirkungen der 
Sekundärmutation, insbesondere ihre Potenz im Sinne der Therapieresistenz in vitro, zu 
testen. Des Weiteren können mit Hilfe einer solchen Zellreihe mögliche neue 
Therapiesubstanzen im Rahmen von funktionellen Untersuchungen getestet werden. 
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2. Material und Methoden  
Alle Untersuchungen sind auf der Grundlage der revidierten Deklaration von Helsinki des 
Weltärztebundes (1983) und den entsprechenden gesetzlichen Grundlagen durchgeführt 
worden.  
2.1 Patientenkollektive 
Es wurden insgesamt 120 Tumorproben von 69 Patienten mit einem histologisch 
gesicherten GIST untersucht. Das Kollektiv unterteilte sich in 3 Gruppen:  
28 Proben von 26 Patienten mit fortgeschrittenem GIST vor Therapie mit Imatinib (Gruppe 
A) sowie 68 Proben von 24 Patienten unter Therapie mit Imatinib (Gruppe B). 
Zudem wurden 24 Proben von 19 Patienten mit einem Wildtyp-GIST (Gruppe WT) 
unabhängig von einer Therapie mit Imatinib auf eine Mutation in KIT Exon 14 und 15 
untersucht, um festzustellen, ob derartige Mutationen auch als Primärmutationen 
auftreten könnten.  
Die genauen klinischen Daten können Tabelle 3 – 7 im Anhang entnommen werden. Die 
Tumorproben wurden zumeist intraoperativ gewonnen, in einem Fall im Rahmen einer 
Autopsie (Fall B-12), in einem weiteren Fall im Rahmen einer Probeexzision (Fall WT-7). 
Die Gewebeproben wurden zunächst in 4%igem Formalin fixiert, anschließend 
automatisiert in Paraffin überführt, geschnitten und H & E gefärbt. Bereits im Vorfeld 
dieser Arbeit wurde die DNA extrahiert, so dass zu Beginn der hier vorlegten Arbeit die 
aus dem Tumormaterial nach Mikrodissektion extrahierte KIT DNA bereits vorlag. 
2.2 Molekularbiologie 
2.2.1 Liste der Materialien 
2.2.1.1 Lösungen, Puffer und Medien 
Alle benötigten Lösungen und Puffer sind im Rahmen der entsprechenden Methode 
aufgeführt.  
2.2.1.2 Kits 
ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit  Applied Biosystems,  
         Weiterstadt 
Quick Change®Site Directed Mutagenese Kit   Stratagene, La Jolla,  
         CA, USA  
DNA – Extraction Kit      Qiagen, Hilden 
HiSpeed Plasmid Maxi Kit      Qiagen, Hilden 
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2.2.1.3 Primer 
Sequenzierung Exon 14 und 15 
14-F:  5`-TGG GAG GCA GAA TTA ATC-3` 
14-R:  5`-CCC ATG AAC TGC CTG TC-3` 
15-F:  5`-GAG TGC CCT TCT ACA TGT C-3` 
15-R:  5`-CAT TGC TAC TGG GAA TGA TG-3` 
 
In Vitro Mutagenese Exon 13, 14 und 17 (die veränderten Basen sind fettgedruckt 
dargestellt) 
13-F: 5´ GGT AAT CAC ATG AAT ATT GCC AAT CTA CTT GGA GCC TGC ACC 3´ 
13-R: 5´ GGT GCA GGC TCC AAG TAG ATT GGC AAT ATT CAT GTG ATT ACC 3´ 
14-F: 5´ GGC CCA CCC TGG TCA TTG AAG AAT ATT GTT GCT ATG G 3´ 
14-R: 5´ CCA TAG CAA CAA TAT TCT TCA ATG ACC AGG GTG GG 3´ 
17-F: 5´ ACC AGA GAC ATC AAG AAT GAT TCT AAT GAT GTG GTT AAA GGA 3´ 
17-R: 5´ TCC TTT AAC CAC ATC ATT AGA ATC ATT CTT GAT GTC TCT GGC 3´ 
 
Sequenzierung der KIT-cDNA 
KIT BamF  5´ TAC GGA TCC ATC GCA GCT ACC GCG 3´ 
KIT F2  5´ CTT CCC AAG GAC TTG AGG 3´ 
KIT F3  5´ GCA TTC CCC AAA CCT GAA C 3´ 
KIT F4  5´ CGT AGC TGG CAT GAT GTG C 3´ 
KIT F5  5´ GCA CAT GAA ACC TGG AG 3´ 
KIT F6  5´ CAG CTA ATT GAG AAG CAG 3´ 
KIT NotI R  5´ CTA GCG GCC GCC AAA CAC TGA TTC TGC 3´ 
KIT R1  5´ TAG AAG GCA CAG TCG AGG C 3´ 
KIT R2  5´ GAT GTC TCT GGC TAG ACC 3´ 
KIT R3  5´ TGA GTT CAG ACA TGA GG 3´  
KIT R4  5´ GAA CTC TGA ACC ACT AGC 3´ 
KIT R5  5´ CAT AAC ACA TGA ACA CTC 3´ 
KIT R6  5´ CAA GCA GCG GTC AAC AAG 3´ 
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2.2.1.4 Restriktionsendonukleasen 
DpnI  GmATC  Stratagene, La Jolla, USA 
NotI  GC/GGCCGC New England Biolabs, Frankfurt 
Asp718 G/GTACC  Roche, Mannhein 
PvuI  CGAT/CG  New England Biolaps, Frankfurt 
PstI  CTGCA/G  New England Biolaps, Frankfurt 
ApaI  GGGCC/C  New England Biolaps, Frankfurt 
2.2.1.5 Geräte 
Cycler       Biometra, Göttingen 
Elektrophoresekammer für Agarose Gele Fisherbrand, Schwerte 
UV – Leuchtisch     INTAS, Göttingen 
Sequenzierer     ABI Prism 310 Genetic Analyser,  
       Applied Biosystems, Weiterstadt 
Schüttler      Thermomixer Compact, Eppendorf,  
       Hamburg 
Zentrifuge      Centrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg 
Vortex      Genie 2, Scientific Industries, NY, USA 
Brutschrank       Memmert, Schwabach 
Thermocycler     2720, Applied Biosystems, Weiterstadt 
Photometer      BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg 
Pipetten      Eppendorf, Hamburg 
2.2.2 Polymerase – Kettenreaktion (PCR) 
Mittels PCR wurden die Exone 14 und 15 der KIT-DNA der zuvor genannten 
Tumormanifestationen vervielfältigt. Als Polymerase diente Platinum Taq 5 U/µl (Quiagen, 
Hilden). Die genannten Primer binden an Intronstrukturen nahe dem Exon, sodass das 
komplette Exon mit angrenzenden Intronbereichen amplifiziert wurde (Primer Exon 14-F, 
Exon 14-R, Exon 15-F und Exon 15-R wie in 2.2.1.3 angegeben).
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Mix, bestehend aus 
50 µl Reaktionspuffer ohne MgCl2  
15 µl MgCl2 (Quiagen, 25 mM) 
10 µl dNTP (Fermantas, 10 mM) 
10 µl Primer F (10 pmol/µl) 
10 µl Primer R (10 pmol/µl) 




















Insgesamt 40 Zyklen 
ad 50 µl Aqua dest.  Programm CKIT 55 °C/57 °C 
   
2.2.3 Agarosegelelektrophorese 
Die Ergebnisse der PCR wurden durch anschließendes Abschätzen der DNA-
Konzentration durch eine Agarosegelelektrophorese überprüft. Dafür wurden 10 µl der 
Probe mit 5 µl Ladepuffer versetzt und in die Kammern aufgetragen. Als Standard diente 
1 µl PUc19 (Fermentas, Canada) versetzt mit 5 µl Ladepuffer und 5 µl Wasser. Die 
Auftrennung der DNA Fragmente erfolgte bei 80 Volt über eine Stunde.  
Pufferansatz: 






Laufpuffer 1x TBE Puffer + 0,15 mg/ml Ethidiumbromid 
1 % (2 %) Agarosegel 5 g (10 g) Agarose in 500 ml 1 x TBE+75 µl EtBr 
  
Im Anschluss wurden die Banden mittels UV-Licht sichtbar gemacht.  
2.2.4 DNA – Extraktion aus dem Agarosegel 
Nach Ausschneiden aus dem Gel wurde die DNA unter Verwendung von Microspin s-
300 HR Säulen (Amersham Biosciences, Freiburg) nach Angabe des Herstellers aufge-
reinigt. Die so gewonnenen vervielfältigten KIT Exone 14 und 15 wurden im Folgenden 
als Templates für die Sequenzierreaktion verwendet. Die Menge der einzusetzenden DNA 
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wurde anhand der Bandenintensität in der Agarose-Gelelektrophorese abgeschätzt, sie 
betrug zwischen 2 – 8 µl pro Probe. 
2.2.5 Bidirektionale Sequenzierung 
Die anschließende bidirektionale Sequenzierung des gesamten Exons unter Einschluss 
der angrenzenden Intronbereiche erfolgte mit dem ABI PRISM BigDye Terminator Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Weiterstadt). Hier sind die ddNTPs entsprechend 
ihrer vier verschiedener Basen an vier verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe gebunden.  
Ansatz der Sequenzier-PCR Sequenzier-PCR-Bedingungen 
(insgesamt 25 Zyklen) 
1 /  4 µl Terminator Ready Reaction Mix 96 °C  1 Minute 
96 °C  10 Sekunden 
45 – 60 °C 5 Sekunden 
60 °C  4 Minuten 
4 °C bis zur Fällung 
0 /  2 µl Puffer 
2 – 8 µl Template 
1 µl Primer F oder R (10 pmol/µl) 
Ad 20 µl Aqua dest. 
   
Für die anschließende Analyse in der Kapillarelektrophorese wurden die Produkte der 
Sequenzierung mit Natriumacetat (3 mol/l) gefällt. Dafür wurde der Sequenzier-Reaktion 
80 µl HPLC-H2O, 10 µl 3 M Natriumacetat (pH 4,6) und 250 µl 100 % EtOH zugegeben 
und die Probe 15 Minuten bei 15.000 Umdrehungen zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 
250 µl 70 % EtOH gewaschen und getrocknet. Danach wurde es in 25 µl Template 
Suppressing Reagent (TSR) in ein Sequenzier-Eppendorfgefäß überführt, eine Minute bei 
8000 Umdrehungen zentrifugiert und zuletzt über 5 Minuten bei 90 °C denaturiert. Die 
Denaturierung wird durch Lagerung auf Eis gestoppt. Die so in TSR aufgenommene DNA 
kann im ABI PRISM 310 Genetic Analyser Kapillarelektrophoresesystem analysiert 
werden. Die veränderten Sequenzen wurden über die Datenbank HUSAR identifiziert. 
(Zugangsnummer HSU638434, National Center for Biotechnology Information Database: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 
 
Um PCR bedingte Artefakte auszuschließen, wurden alle Auffälligkeiten der 1. 
Sequenzierung durch eine 2. unabhängige PCR mit anschließender Sequenzierung 
kontrolliert und bestätigt. 
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2.3 In vitro Mutagenese der 3 neugefundenen Sekundärmutationen 
2.3.1 Mutagenese – PCR  
Die in-vitro-Mutagenese erfolgte mit Hilfe des QuikChange® Site-Directed Mutagenesis 
Kit (Stratagene, La Jolla, USA). Dieses Kit ermöglicht das Einbringen von Punkt-
mutationen, Deletionen sowie Insertionen verschiedener Basenlängen in eine DNA-
Sequenz. Als Ausgang dient die nicht mutierte cDNA in einem Plasmid, hier dem 
pBluescript-Vektor. Man benötigt zwei Primer, die die gewünschte Mutation möglichst in 
ihrer Mitte enthalten, als Enzym wird eine PfuTurbo DNA Polymerase (Stratagene, La 
Jolla, USA) verwandt. Um die Fehlerrate möglichst gering zu halten, werden nur wenige 
PCR-Zyklen durchlaufen. Als Ausgangs-DNA diente die cDNA des KIT-Wildtyps (2,9 kb). 
Diese lag zu Beginn der Arbeit bereits in pBblueskriptSK-Vektor (3,0 kb) kloniert vor.  
 
Ansatz der Mutagenese PCR Mutagenese PCR-Bedingungen 
(insgesamt 15 Zyklen) 
5 µl 10 x Pfu Puffer 95 °C 30 Sekunden  
1 µl DNA (100 ng) 95 °C 30 Sekunden 
1 µl Primer F (Exon 13,14,17) 55 °C 1 Minute  
1 µl  Primer R (Exon 13,14,17) 68 °C 11 Minuten 48 Sekunden * 
1 µl dNTP 4 °C bis zur Weiterverarbeitung 
1 µl PfuTurbo DNA Polymerase 
ad 50 µl HPLC-H2O * 2 Min/kb Plasmidlänge 
 
Im PCR-Produkt finden sich parentale methylierte Wildtyp-DNA und nichtmethylierte 
Tochter-DNA.  
2.3.2 Agarosegelelektrophorese 
Der Erfolg der Mutagenese-PCR wurde durch eine Gelelektrophorese bestätigt, indem 
das gesamte PCR Produkt (50 µl PCR-Produkt und 16,6 µl 6xLoading-Puffer) in ein 1 % 
Agarose-Gel gegeben wurde. Als Standard dienten 12 µg des 1kb-DNA Ladder (Firma 
Invitrogen, Karlsruhe). Die entsprechende Bande wurde unter UV-Licht ausgeschnitten 
und die DNA mit Hilfe des DNA-Extraktions Kits der Firma Qiagen (Hilden) aus dem Gel 
extrahiert. 
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2.3.3 Aufreinigung der DNA mittels QIAquick spin column 
Die ausgestochene Bande wurde zunächst gewogen, dann in 3 Volumen QG-Puffer 10 
Minuten bei 50 °C unter gelegentlichem Schütteln inkubiert. Zu der aufgelösten Agarose 
wurde anschließend 1 Volumen Isopropanol hinzugegeben, die Probe in eine QIAquick 
spin column (Quiagen, Hilden) gegeben und für 1 Minute bei 13.000 Umdrehungen zen-
trifugiert. Das Filtrat wurde verworfen, zur Probe 500 µl QG Puffer hinzugegeben und 
erneut 1 Minute zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen, die Probe mit 750 µl PE-Puffer 
versetzt und nach einer 2 – 5 minütigen Inkubationszeit 1 Minute bei 13.000 
Umdrehungen zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen und die Probe, um Alkoholreste 
zu entfernen, 2 Minuten bei 13.000 Umdrehungen zentrifugiert. Die Säule wurde in ein 
frisches Gefäß überführt und mit 40 µl Wasser 1 Minute lang inkubiert. Durch erneute 
Zentrifugation bei 13.000 Umdrehungen wurde die DNA eluiert.  
2.3.4 Verdau der Wildtyp – DNA mittels DpnI 
Anschließend wurde das PCR-Produkt mit DpnI verdaut. Dieses Enzym schneidet als 
Restriktionsendonuklease spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA, nicht aber 
unmethylierte. So wird die parentale nichtmutierte DNA verdaut, und die in vitro entstan-
denen nichtmethylierten mutierten Tochterstränge bleiben intakt. Zur Probe wurde 1 µl 
DpnI (10 U/µl) gegeben, die Lösung durch auf- und abpipettieren vermischt, eine Minute 
zentrifugiert und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Kontrolle des Verdaus erfolgte 
mittels Agarose-Gel-Elektrophorese. 
 
Ansatz: 10 µl Probe, 5 µl 6xPuffer, 5 µl 1kb – Standard  
Das durch diese Schritte gewonnene neue Konstrukt konnte nun transformiert werden. 
2.3.5 Transformation via Hitzeschock 
Die bei -80 °C gelagerten kompetenten Bakterienzellen (E.coli Top10) wurden zunächst 
langsam auf Eis aufgetaut bevor 5 µl der DNA hinzugegeben wurden. Nach einer 
30 minütigen Inkubationszeit auf Eis wurde die Probe 45 Sekunden lang auf 42 °C erhitzt, 
anschließend für 2 Minuten auf Eis gelagert, dann in 500 µl auf 42 °C aufgewärmtes LB-
Medium (ohne Antibiotikum) aufgenommen und in einem Thermoschüttler bei 37 °C und 
300 Umdrehungen für eine Stunde inkubiert. Anschließend wurden je 250 µl der Proben 
auf einer ampicillinhaltigen Agarplatte ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 
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Durch die Ampicillinresistenz des pblueskriptSK-Vektors kann so eine erste Selektion 
positiver Klone erfolgen. 
 
Ansatz: 
LB – Medium+Ampicillin: LB – Agar+Ampicillin:  
1 % Trypton/ Pepton 
0,5 % Hefeextrakt 
0,5 % NaCl 
100 µg/ml Ampicillin 
LB – Medium+Ampicillin 
2 % Agar 
2.3.6 Minipräparation von Plasmid – DNA 
Am Folgetag wurde die Plasmid-DNA mittels einer Minipräparation analysiert. Je eine 
größere einzelne Kolonie wurde in 3 ml LB-Amp-Medium gegeben und über 12 – 16 
Stunden bei 37 °C inkubiert. 1,5 ml dieser Vorkultur wurden dann über 5 Minuten bei 
13.000 Umdrehungen zentrifugiert, der Überstand anschließend abgegossen. Das Pellet 
wurde dann in 150 µl Puffer 1 resuspendiert. Durch Zugabe von 150 µl Puffer 2 wurden 
die Bakterien lysiert und im 3. Schritt durch 150 µl Puffer 3 die Zelltrümmer präzipitiert. 
Nach Abzentrifugieren des Präzipitats (10 Minuten bei 13.000 Umdrehungen) wurde die 
Probe in den nächsten Schritten aufgereinigt.  
Puffer 1: GTE-Mix (50 mM Glucose + 25 mM TRIS 8.0 + 10 mM EDTA) 
Puffer 2: NaOH-SDS (Exp.: 0,2 M NaOH + 1 % SDS) 
Puffer 3: 294g KOAc in 300 ml + 600 ml Eisessig pH 4,8 ad 1 Liter H2O) 
2.3.7 Phenol – Chloroform Extraktion  
Je 150 µl Phenol und Chloroform wurden zu der Probe hinzugeben, anschließend wurde 
über 5 Minuten bei 13.000 Umdrehungen zentrifugiert. Der klare Überstand, in dem sich 
jetzt die Plasmid-DNA befindet, wurde in eine neues Gefäß überführt, mit 1 ml kaltem 
100%igem Ethanol versetzt und 5 Minuten bei 13.000 Umdrehungen zentrifugiert. Nach 
Absaugen des Überstandes wurden 100 µl 80%iges Ethanol hinzugegeben und 
abschließend für 2 Minuten bei 13.000 Umdrehungen zentrifugiert. Der Überstand wurde 
mittels Pipette entfernt und das Pellet ca. 15 Minuten bei 37 °C getrocknet, bevor es in 20 
ml HPLC-Wasser gelöst wurde. 
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2.3.8 Photometrische Konzentrationsbestimmung  
Die Konzentration einer DNA-Lösung kann durch Extinktion der zu untersuchenden Probe 
bei einer Wellenlänge von 260 nm photometrisch abgeschätzt werden.  
2.3.9 DNA – Restriktion mit NotI 
Dafür erfolgte zunächst ein Restriktionsverdau mit NotI. Die Vektorkarte des 
pblueskriptSK (im Anhang dargestellt) zeigt nur eine Schnittstelle für NotI im Bereich der 
multiple Cloning Side Region und keine im Insert, so dass man das Plasmid mittels NotI 
linearisieren kann. Im Kontrollgel erwartete man also eine Bande von 5,9 kb, bestehend 
aus 2,9 kb cDNA und 3,0 kb Vektor. 
Ansatz: 3 µl DNA + 2 µl Puffer + 1 µl NotI ad 20 µl H2O, kurz vortexen, dann 1 Minute bei 
8.000 Umdrehungen zentrifugieren und mindestens eine Stunde bei 37 °C inkubieren. 
2.3.10 Bidirektionale Sequenzierung  
Die linearisierte DNA konnte im Anschluss durch eine Cycle-Sequenzierung (wie in 2.2.5 
angegeben) analysiert werden. 
Ansatz Exon 13: 
8 µl Terminator Ready Reaction Mix 
1 µl Template 
1 µl Primer F4 (10 µmol) 
Ad 20 µl Aqua dest. 
Ansatz Exon 14: 
8 µl Terminator Ready Reaction Mix 
5 µl Template 
1 µl Primer F4 (10 µmol) 
Ad 20 µl Aqua dest. 
Ansatz Exon 17: 
8 µl Terminator Ready Reaction Mix 
3 µl Template 
1 µl Primer F5  
Ad 20 µl Aqua dest. 
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Mit den entsprechenden Primern (Exon 13 und 14 Primer F4, Exon 17 Primer F5) wurde 
das jeweilige Exon sequenziert und das Vorhandensein der Mutation kontrolliert. 
Anschließend wurde das gesamte Gen sequenziert und auf unerwünschte Mutationen 
und deren Auswirkungen auf die Basenabfolge gescreent. Dies erfolgte mittels der in 
2.2.1.3 angegebenen Primer KIT BamF, KIT F2-6, KIT R1-6 und KIT NotI R.  
2.3.11 Retransformation in XL1 – Blue 
Um das Material eines geeigneten Klons weiter zu vervielfältigen und gleichzeitig aufzu-
reinigen, wurde die DNA zunächst in kompetente XL1-Blue Zellen nach der Methode des 
Hitzeschocks retransformiert (siehe 2.3.5). 
5 µl der DNA wurden in 50 µl XL1-Blue Zellen gegeben, 30 Sekunden auf Eis gekühlt und 
anschließend 45 Sekunden bei 42 °C erhitzt. Die Reaktion wurde wie oben angeführt über 
2 Minuten auf Eis gestoppt, dann in vorgewärmtem LB-Medium über 1 Stunde bei 37 °C 
in einem Thermoschüttler bei 300 Umdrehungen inkubiert und im Anschluss in 200 ml 
1xLB+Ampicillin gegeben. 
2.3.12 Maxipräparation von Plasmid – DNA 
Die neu transformierte Plasmid-DNA konnte unter zu Hilfenahme des Hi Speed Maxi Kits 
der Firma Qiagen in größeren Mengen isoliert werden. Die Methode entspricht 
weitestgehend der Methode der Minipräparation, bei beiden wird die DNA durch alkalische 
Lyse isoliert und anschließend durch eine Anionenaustauscher-chromatographie mittels 
DNA-bindender Säule gereinigt. Die verwendeten Puffer 1, 2 und 3 sind in 2.3.6 
beschrieben. 
Im ersten Schritt wurden die Bakterien 10 Minuten bei 5000 Umdrehungen und 4 °C 
abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Bakterienpellet wurde in 10 ml Puffer 1 
resuspendiert, die Zellen durch Zugabe von 10 ml Puffer 2 und 5 minütiger Inkubation bei 
Raumtemperatur lysiert. Anschließend wurden 10 ml kalter Puffer 3 hinzugegeben und 
die Probe 10 Minuten bei Raumtemperatur gevortext und inkubiert. Nachdem die High 
Speed Midi TIP mit 10 ml QBT-Puffer equilibirert wurde, wurde das Lysat zugege-ben und 
ausgepresst, mit 60 ml QC-Puffer gewaschen und mit 15 ml QF-Puffer gelöst, 
anschließend mit 10,5 ml Isopropanol vermischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Lösung wurde in die zugehörige Spritze gegeben und durch den ent-
sprechenden Filter gepresst. Die DNA befand sich nun im Filter, aus dem sie mit 600 µl 
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sterilem Wasser in ein neues Gefäß gewaschen wurde. Die DNA-Konzentration konnte 
nun photometrisch bestimmt werden. Die so gewonnene DNA wurde wie in 2.3.9 mit NotI 
linearisiert, das Ergebnis in einer Gel-Elektrophorese (siehe 2.3.2) kontrolliert.  
2.3.13 Klonierung in den eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3.1 
Die Klonierung des Konstruktes aus dem pBlueskript-Vektor in den pcDNA3.1-Vektor 
erfolgt mittels Restriktion des Inserts durch die Restriktionsendonukleasen NotI und 
Asp718. Die Vektorkarten und jeweiligen Multiple Cloning Sides sind im Anhang 
dargestellt. 
2.3.14 Ethanolfällung 
Zur Aufreinigung der DNA wurde eine Ethanolfällung durchgeführt, dazu wurden zu 500 µl 
der Probe 1000 µl 100%iges Ethanol und 150 µl 3 M Natriumacetat hinzugegeben, die 
Probe 2 mal invertiert, für 25 Minuten bei -25 °C inkubiert und anschließend 20 Minuten 
bei 4 °C und 13000 Umdrehungen zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, dem 
Pellet 100 µl 70%iges Ethanol hinzugegeben und die Probe erneut 20 Minuten bei 4 °C 
und 13000 Umdrehungen zentrifugiert. Anschließend wurde das Pellet bei 
Raumtemperatur getrocknet und in 30 µl sterilem Wasser gelöst.  
Erneut erfolgte eine photometrische Konzentrationsbestimmung und ein anschließender 
Verdau mit NotI sowie eine erneute Aufreinigung mittels Ethanolfällung. 
 
Ansatz Verdau mit NotI: 
10 µl Konstrukt; 7 µl Puffer 3; 3 µl RNAse; 6 µl NotI; 0,7 µl BSA; mit sterilem Wasser ad 
70 µl; Inkubation 6 Stunden bei 37 °C 
 
Ansatz Ethanolfällung: 
70 µl Konstrukt; 140 µl 100%iges Ethanol; 3 µl 3 M Natriumacetat. 
 
Nach zweimaligem Invertieren wurde die Probe 25 Minuten bei –20 °C inkubiert, 20 
Minuten bei 4 °C und 13.000 Umdrehungen zentrifugiert, der Überstand verworfen, 100 µl 
70%iges Ethanol zum Pellet gegeben und 20 Minuten bei 4 °C und 13.000 Umdrehungen 
zentrifugiert, im Anschluss der Überstand verworfen und das Pellet bei Raumtemperatur 
getrocknet. 
34 
2.3.15 Verdau mit Asp718 und PvuI 
Die Reaktion wurde nun mit Asp718 geschnitten. Da die zu erwartenden Banden der 
mutierten cDNA und des Rest-Vektors gleichgroß wären, wurde pBlueskript noch mit PvuI 
geschnitten. So konnte die eingefügte c-DNA in der folgenden Gelelektrophorese sicher 
identifiziert werden.  
 
Ansatz: 
Pellet; 7 µl Puffer B; 3,5 µl Asp718; 3,5 µl PvuI; 57 µl H2O; Inkubation über Nacht bei 
37 °C 
Am Folgetag wurde der Verdau auf ein Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese trennt die 
Fragmente auf, so dass, insbesondere durch das zusätzliche Schneiden des Rest-
vektors, die mutierte cDNA sicher identifiziert werden kann. Man erwartet die mutierte 
cDNA als größte Bande mit 2,9 kb, zusätzlich 2 kleinere Banden, den durch PvuI 
zusätzlich geschnittenen Vektor.  
Die Bande der cDNA wurde ausgeschnitten und (wie oben angeführt) aus dem Gel 
extrahiert, anschließend erfolgte die photometrische Konzentrationsbestimmung. 
2.3.16 Vorbereitung von pcDNA3.1 mittels Verdau mit NotI und Asp718 
Der eukaryonte Expressionsvektor pcDNA3.1 wurde durch Verdau mit NotI im ersten und 
Asp718 im zweiten Schritt für die Einklonierung vorbereitet.  
 
Ansatz Verdau mit NotI:  
10 µl pcDNA3.1; 7 µl Puffer 2; 3 µl RNAse; 6 µl NotI; 0,7 µl BSA (BSA: Bovines Serum-
albumin) ad 70 µl H2O.  
Der Ansatz wurde über 6 Stunden bei 37 °C inkubiert, im Anschluss mit Ethanol wie in 
Punkt 2.3.14 gefällt. In einem 2. Schritt wurde der Vektor nach der Fällung mit Asp718 
verdaut. 
 
Ansatz: Lösung des Pellets in 7 µl Puffer B; 6 µl Asp 718; ad 60 µl H2O und Inkubation 
bei 37 °C über Nacht.  
Am Folgetag wurde der Erfolg der Restriktion durch eine Gelelektrophorese kontrolliert, 
die gewünschte Bande (5,4 kb) ausgeschnitten und die Konzentration photometrisch be-
stimmt. Zur Weiterverarbeitung musste der Vektor nun dephosphoryliert werden. 
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2.3.17 Dephosphorylierung von DNA – Fragmenten  
Um eine Religierung der entstandenen Fragmente des Vektors zu erschweren, wurden 
die am 5´ Ende verbleibenden Phosphatreste mittels SAP (shrimp alkaline phosphatase) 
entfernt.  
 
Ansatz: 4 µl pcDNA3.1; 1 µl SAP; 1 µl 10xPuffer; 4 µl HPLC-H2O 
Die Reaktion wurde 1 Stunde bei 37 °C inkubiert, die SAP dann durch 15 minütiges Er-
hitzen auf 65 °C irreversibel inhibiert. 
2.3.18 Ligation 
Für die Ligation wurde ein Verhältnis 3:1 gewählt, d.h. es wurde dreimal mehr cDNA ver-
wendet als pcDNA3.1. 
 
Ansatz:  
10 µl dephosphorylierter pcDNA3.1; 3 µl Konstrukt; 2 µl T4 Ligase; 2 µl 10xPuffer; 3 µl 
steriles H2O. Der Ansatz wurde kurz gevortext und über Nacht bei 16 °C inkubiert. 
Das Ergebnis wurde durch eine Transformation in E.coli XL1-Blue, sich anschießender 
Minipräparation (je 10 Kulturen) und einem folgenden analytischen Verdau mit PstI und 
ApaI kontrolliert. Die Transformation in E.coli Zellen erfolgte mittels Hitzeschock, die 
Kultivierung und Minipräparation wie oben angeführt. 
2.3.19 Analytischer Verdau mit PstI und ApaI 
PstI hat 4 Schnittstellen: Zwei davon befinden sich an Position 2164 bp und 2848 bp im 
Insert, zwei an Position 962 bp und 2318 bp im Vektor. Man erwartete also nach 
erfolgreicher Ligation in korrekter Orientierung 4 Fragmente in den Größenordnungen 
100 bp, 680 bp, 1360 bp und 6100 bp. 
ApaI hat 2 Schnittstellen: Eine an Position 2016 bp im Insert, eine an Position 1002 bp im 
Vektor, demzufolge erwartete man 2 Fragmente in den Größenordnungen 1 bzw. 7 kb. 
Ansatz Verdau mit PstI: 3 µl DNA; 2 µl Puffer 3; 1 µl PstI ad 20 µl H2O  
Der Ansatz wurde über eine Stunde bei 37 °C inkubiert und anschließend mittels 
Gelelektrophorese kontrolliert. 
Ansatz Verdau mit ApaI: 3 µl DNA; 2 µl Puffer 4; 1 µl ApaI ad 20 µl H2O 




Durch eine Maxipräpararion (siehe 2.3.12) wurde das Material vervielfältigt. Nach einer 
Säulenaufreinigung konnte es nun sequenziert werden. Aufgrund der häufigen 
unerwünschten Begleitmutationen wurde das gesamte Exon sequenziert. 
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3. Ergebnisse 
Es wurden insgesamt 120 Proben von 69 Patienten mit einem histologisch gesicherten 
fortgeschrittenen GIST auf eine Mutation in KIT Exon 14 und Exon 15 untersucht. 28 
Proben stammten von 26 Patienten vor Beginn der Therapie mit Imatinib, 68 Proben von 
24 Patienten unter Therapie mit Imatinib, bei 12 dieser 24 Patienten lag zudem Material 
des Primärtumors aus der Zeit vor Beginn der Therapie zum Vergleich vor. Außerdem 
wurden 24 Proben von 19 Patienten mit einem Wildtyp-GIST auf Mutationen in KIT Exon 
14 und 15 gescreent.  
3.1 Klinisch – pathologische Parameter 
Gruppe A – Patienten vor Therapie mit Imatinib 
Es wurden 28 Tumorproben von 26 Patienten mit einem histologisch bestätigtem 
metastasierten beziehungsweise inoperablen GIST vor Beginn der Therapie mit Imatinib 
untersucht. In 92 % wurde der Primarius untersucht, in jeweils einem Fall (4 %) ein 
Rezidiv beziehungsweise eine Peritonealmetastase. Das Material wurde in allen Fällen 
intraoperativ gewonnen.  
 
Gruppe B – Patienten unter Therapie mit Imatinib 
In dieser Gruppe wurden 68 Tumorproben von 24 Patienten mit histologisch bestätigtem 
primär inoperablen oder metastasierten GIST unter Therapie mit Imatinib untersucht. In 
12 der 24 Fälle (50 %) wurde Material aus mehreren Tumormanifestationen unter 
Therapie mit Imatinib untersucht, bei ebenfalls 12 der 24 Patienten (50 %) konnte diese 
Probe mit Material des Primärtumors vor Beginn der Therapie mit Imatinib verglichen 
werden. 
 
Gruppe WT – Patienten mit einem Wildtyp-GIST  
Es wurden 24 Proben von 19 Patienten mit einen histologisch bestätigten GIST ohne 
Nachweis einer Primärmutation in den bekannten Hot-Spot-Regionen auf eine Mutation 
in KIT Exon 14 und 15 untersucht. In allen Fällen lagen ausschließlich Proben des 
Primärtumors vor, in 10 Fällen wurden die Proben intraoperativ gewonnen, in einem Fall 
via Probeexzision, in den restlichen Fällen lagen keine Angaben zur Probengewinnung 
vor.  
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3.1.1 Alter und Geschlecht 
Gruppe A – Patienten vor Therapie mit Imatinib 
Das Geschlechterverhältnis war mit 13 Männern und 13 Frauen ausgeglichen, das Alter 
lag im Mittel und Median bei 59 Jahren mit einer Spannbreite von 26 bis 79 Jahren, 81 % 
der Patienten waren über 50 Jahre alt. 
 
Gruppe B – Patienten unter Therapie mit Imatinib 
Es wurden Proben von 17 Männern und 7 Frauen (Verhältnis 2,4:1) untersucht, das Alter 
lag im Median bei 56 Jahren (Mittelwert 63 Jahre, Spannbreite 38 bis 72 Jahre); 79 % der 
Patienten waren über 50 Jahre alt.  
 
Gruppe WT – Patienten mit einem Wildtyp-GIST 
Das Geschlechterverhältnis war mit 10 Frauen und 9 Männern annähernd ausgeglichen, 
das Alter lag im Median bei 62 Jahren (Mittelwert 61 Jahre, Spannbreite 14 bis 83 Jahre), 
79 % der Patienten waren über 50 Jahre alt. 
3.1.2 Lokalisation des Primärtumors 
Gruppe A – Patienten vor Therapie mit Imatinib 
Bei 25 der 26 Patienten lagen Daten zur Primärlokalisation vor. Der Primärtumor fand sich 
in 50 % der Fälle im Dünndarm, in 35 % im Magen, je 4 % wurden im Ösophagus, im 
Bereich der linken Flexur und extraintestinal im Peritoneum gefunden.  
 














Gruppe B – Patienten unter Therapie mit Imatinib 
Bei 23 der 24 Patienten lagen Daten zur Primärlokalisation vor. 54 % der Primärtumoren 
fanden sich im Bereich des Dünndarms, 13 % gingen vom Magen, 8 % vom Rektum aus. 
21 % wurden extraintestinal im Peritoneum gefunden.  
 
Abb. 5: Lokalisation des Primärtumors in der Gruppe B 
 
Gruppe WT – Patienten mit einem Wildtyp-GIST 
In allen Fällen lagen Daten zur Lokalisation des Primärtumors vor, 69 % gingen vom 
Magen aus, 26 % vom Dünndarm und 5 % vom Ösophagus.  
 



















3.1.3 Histologische Charakteristika der Primärtumoren 
Gruppe A – Patienten vor Therapie mit Imatinib 
Es lagen für alle 26 Primärtumoren Daten zur histologischen Einteilung vor, demnach 
waren 17 als spindelzellig klassifiziert (65 %), 2 als epitheloidzellig (8 %), 7 Proben 
konnten dem gemischten Subtyp zugeordnet werden (27 %).  
 
Gruppe B – Patienten unter Therapie mit Imatinib 
Daten zur histologischen Einteilung lagen für 12 Primärtumoren vor. Hiervon waren 11 
Proben als spindelzellig klassifiziert (92 %), eine konnte dem gemischten Subtyp zuge-
ordnet werden (8 %). 
 
Gruppe WT – Patienten mit Wildtyp-GIST 
Es lagen für 15 der 19 Primärtumoren Daten zur histologischen Einteilung vor, demnach 
waren 10 als spindelzellig klassifiziert (67 %), 2 als epitheloidzellig (13 %), 3 Tumoren 
konnten dem gemischten Subtyp zugeordnet werden (20 %).  
3.1.4 Größe des Primärtumors 
Gruppe A – Patienten vor Therapie mit Imatinib 
In 85 % der Fälle lagen Daten zur Größe des Primärtumors vor. 14 % waren kleiner/ gleich 
5 cm, 36 % zwischen 5,1 und 10 cm, 50 % größer als 10 cm groß. Im Mittel und Median 
waren diese Tumoren 10 cm groß mit einer Schwankungsbreite von 2 bis 25 cm.  
 
Gruppe B – Patienten unter Therapie mit Imatinib 
Bei 67 % der Fälle lagen Daten zur Größe des Primärtumors vor, kein Primärtumor war 
kleiner/gleich 5 cm, 37,5 % zwischen 5,1 und 10 cm und 62,5 % größer als 10 cm groß. 
Im Mittel waren diese Tumoren 12 cm groß, im Median 12,5 cm mit einer Schwan-
kungsbreite von 5,5 bis 20 cm.  
 
Gruppe WT – Patienten mit einem Wildtyp-GIST 
In dieser Gruppe lagen bei 95 % der Fälle Daten zur Größe des Primärtumors vor, 61 % 
waren kleiner/gleich 5 cm, 22 % zwischen 5,1 und 10 cm und 17 % größer als 10 cm groß. 
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Im Mittel waren diese Tumoren 5,5 cm groß, im Median 3,6 cm mit einer 
Schwankungsbreite von 0,1 bis 22 cm. 
 
3.1.5 Dignität 
Gruppe A – Patienten vor Therapie mit Imatinib 
Es lagen zu allen Fällen Angaben über die Anzahl der Mitosen der Primärtumoren pro 
50 HPF (HPF = high power field) vor. Im Mittel konnten 12,6, im Median 9 Mitosen pro 
50 HPF gesehen werden, die Schwankungsbreite lag bei 0 bis 60 Mitosen pro 50 HPF. 
In 81 % der Fälle lagen Daten zur Dignitätseinstufung nach Miettinen et al., 2006 vor. 
84 % wurden als Tumoren mit hohem Risiko, 10 % mit intermediärem und 16 % mit 
geringem Risiko eingestuft.  
 
Gruppe B – Patienten unter Therapie mit Imatinib 
In 12 der 24 Fälle (50 %) lagen Angaben über die Anzahl der Mitosen pro 50 HPF der 
Primärtumoren vor. Im Mittel konnten 40, im Median 13 Mitosen pro 50 HPF gesehen 
werden, die Schwankungsbreite lag bei 1 bis 135 Mitosen pro 50 HPF. 
In 46 % der Fälle lagen Angaben zur Dignitätseinstufung des Primärtumors nach Miettinen 
et al., 2006 vor. 91 % wurden als Tumoren mit hohem Risiko, 9 % als Tumoren mit 
intermediärem Risiko und kein GIST wurde als Tumor mit geringem Risiko eingestuft.  
 
Gruppe WT – Patienten mit einem Wildtyp-GIST 
In allen Fällen lagen Daten zur Anzahl der Mitosen vor, in 18 von 19 Fällen pro 50 HPF 
(high power field), in einem der 19 Fälle pro 25 HPF. Im Mittel konnten 7,5, im Median 0 
Mitosen pro 50 HPF gesehen werden, die Schwankungsbreite lag bei 0 bis 50 Mitosen 
pro 50 HPF. Im Fall WT-19 konnte keine Mitose pro 25 HPF gesehen werden.  
In 89 % der Fälle lagen Daten zur Dignitätseinstufung der Primärtumoren nach Miettinen 
et al., 2006 vor. 18 % wurden als Tumoren mit hohem, weitere 18 % mit intermediärem 
Risiko eingestuft, ein Fall (6 %) zeigte ein geringes Rückfallrisiko, 18 % ein sehr geringes 
und 41 % wurden ohne Rückfallrisiko eingestuft.  
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3.1.6 Molekulare Diagnostik bezüglich der Primärmutation 
Bei allen Proben lagen Mutationsergebnisse in KIT Exon 9, 11, 13 und 17 sowie in 
PDGFRA Exon 12 und 18 vor.  
 
Gruppe A – Patienten vor Therapie mit Imatinib 
In 73 % (19/26) der Fälle konnte eine Primärmutation nachgewiesen werden, diese betraf 
in allen Fällen KIT. Von diesen war in 73 % der Fälle (14/19) Exon 11 betroffen, in 16 % 
(3/19) Exon 9 und in 11 % (2/19) Exon 13. 27 % (7/26) des Gesamtkollektivs wiesen einen 
Wildtyp für KIT und PDGFRA auf. Primärmutationen in KIT Exon 17 oder PDGFRA lagen 
nicht vor. 
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43 
 
Abb. 8: Verhältnis Primärlokalisation und Primärmutation in der Gruppe A 
 
Gruppe B – Patienten unter Therapie mit Imatinib 
Als Primärmutation konnte in 20 von 24 Fällen (83 %) eine Mutation in KIT festgestellt 
werden, davon war in 14 Fällen Exon 11 betroffen, in 6 Fällen Exon 9. Bei 3 Patienten 
(13 %) lag ein Wildtyp-GIST vor, in einem Fall lagen keine Angaben zum Mutationsstatus 
vor (4 %). Mutationen in KIT Exon 13, 17 oder PDGFRA kamen nicht vor.  
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Abb. 10: Verhältnis Primärlokalisation und Primärmutation in der Gruppe B 
 
Gruppe WT – Patienten mit Wildtyp-GIST 
Definitionsgemäß wurden in diesen Proben keine Mutationen in den oben angeführten 
Exonen gefunden. 
 
3.1.7 Klinischer Verlauf 
Gruppe A – Patienten vor Therapie mit Imatinib 
Bei 19 % der Patienten konnte bereits bei Erstdiagnose eine Metastasierung nachge-
wiesen werden. Im Verlauf entwickelten dann weitere 73 % der Patienten einen Tumor-
progress (insgesamt 92 %). Bis zum Nachweis des Progresses der Erkrankung ver-
gingen im Median 11 Monate (Mittelwert 16 Monate, Range 0 – 48 Monate). In einem Fall 
ist der Zeitraum bis zur Diagnose eines Rezidivs nicht bekannt. In einem Fall gibt es keine 
Angaben über den klinischen Verlauf, in einem Fall konnte bis zum Ende des Follow-up 
kein Progress nachgewiesen werden.  
 
Gruppe B – Patienten unter Therapie mit Imatinib 
Bei Erstdiagnose waren bei 25 % der Patienten Metastasen nachweisbar, im Verlauf 
entwickelten weitere 71 % einen Tumorprogress (insgesamt 96 %). Bis zum Auftreten des 
Progresses vergingen im Median 6 Monate, im Mittel 19,5 Monate mit einer Schwankung 
von 0 – 108 Monaten. Bei einem Patienten mit primär inoperablem Tumor konnten auch 
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Gruppe WT – Patienten mit einem Wildtyp-GIST 
Es lagen keine Daten zum klinischen Verlauf vor. ‘ 
3.1.8 Ansprechen auf Imatinib, Follow – up und Outcome 
Gruppe A – Patienten vor Therapie mit Imatinib 
3 der 26 GIST (12 %) waren primär resistent und sprachen nicht auf die Therapie mit 
Imatinib an. Alle 3 primär resistenten GIST waren Wildtyp-GIST. Unter Therapie er-reichte 
ein Patient (4 %) eine komplette Remission, 54 % (14/26) eine partielle Remission, 15 % 
(4/26) eine Stabilisierung der Erkrankung, 19 % (5/26) einen sekundären Progress. Das 
mediane Ansprechen dieser 23 Patienten lag bei 23 Monaten (Range 14 bis 48 Monate). 
Bei dem Patienten mit kompletter Remission lag als Primärmutation eine KIT Exon 9 
Mutation vor. Eine partielle Remission und eine Stabilisierung der Erkrankung erreichten 
12 Patienten mit einer Primärmutation in Exon 11, je ein Patient mit Primärmutation in 
Exon 9 und 13 sowie 3 mit einem Wildtyp-GIST. 2 Patienten mit Primärmutation in Exon 
11 sowie jeweils ein Patient mit einer Primärmutation in Exon 9 und 13 sowie ein Patient 
mit einem Wildtyp-GIST entwickelten einen sekundären Progress. Daten zum klinischen 
Outcome lagen nur in 3 der 26 Fälle vor, diese 3 Patienten verstarben 22, 23 
beziehungsweise 60 Monate nach Diagnosestellung (Fall A-1, A-8 und A-22). 
 
Abb. 11: Ansprechen auf die Therapie mit Imatinib in Abhängigkeit zur Primärmutation 
Gruppe A; CR-complete response, PR-partial response, SD-stable disease, SP-
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Gruppe B – Patienten unter Therapie mit Imatinib 
2 der 24 (8 %) GIST waren primär resistent und sprachen nicht auf die Therapie an, in 
einem Fall lag als Primärmutation eine Exon 9 Mutation vor, im anderen Fall lag ein 
Wildtyp-GIST vor. 
Unter Therapie zeigten 5 Patienten (21 %) eine partielle Remission beziehungsweise eine 
Stabilisierung der Erkrankung, in 3 dieser Fällen lag eine Exon 11, in einem Fall eine Exon 
9 Primärmutation vor, ein GIST entsprach einem Wildtyp-GIST. 17 Patienten (71 %) 
zeigten im Verlauf ein Fortschreiten der Erkrankung, im Median nach 6 Monaten (0 bis 
108 Monate). 11 dieser Fälle trugen eine Exon 11 Primärmutation, 4 eine Exon 9 
Primärmutation, ein GIST entsprach einem Wildtyp-GIST, in einem Fall lagen keine Daten 
zur Primärmutation vor. Das mediane Überleben bei sekundärem Progress lag bei 56 
Monaten. Das mediane Follow-up vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zur letzten 
Evaluation betrug 49,5 Monate (4 bis 144), in dieser Zeit verstarben 16 der 24 Patienten 
(67 %) an ihrer Erkrankung im Median 48 Monate nach der Erstdiagnose 
(Schwankungsbreite 5 bis 132 Monate). 
 
 
Abb. 12: Ansprechen auf Imatinib in Bezug zur Primärmutation Gruppe B; CR-complete 
response, PR-partial response, SD-stable disease, SP-secondary progress, PD-
progressive disease 
 
Gruppe WT – Patienten mit einem Wildtyp-GIST 
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3.2 Nachweis von Mutationen in KIT Exon 14 und 15 
3.3 Nachweis einer Sekundärmutation in KIT Exon 14 bei 2 Patienten unter 
Therapie mit Imatinib 
Bei 2 der 24 Patienten, deren Tumormanifestationen unter Therapie mit Imatinib unter-
sucht wurden, konnte in jeweils einer Manifestation eine neu aufgetretene Mutation in KIT 
Exon 14 nachgewiesen werden. Diese Mutation betrifft in beiden Fällen Codon 670, es 
kommt durch einen Austausch zweier Basen (ACA zu GAA) zum Austausch von Threonin 
zu Glutaminsäure (p.T670E). 
 
Abb. 13: Sequenzierungsausschnitt der gefundenen Sekundärmutation p.T670E 
 
Der erste Patient war ein 56 Jahre alter Mann. 10 Monate nach Erstdiagnose eines 15 cm 
großen GIST im Ileum (12/98) entwickelten sich peritoneale Metastasen (10/99). Trotz 
Therapie mit Imatinib (Start 4/01) war die Erkrankung weiter progredient, und der Patient 
verstarb im Rahmen eines Tumordebulking 06/02 14 Monate nach Beginn der Therapie 
mit Imatinib und 42 Monate nach Erstdiagnose. In allen Proben (5 Peritonealmetastasen) 
wurde als Primärmutation eine KIT Exon 9 Mutation (6 Basenpaar Insertion 
p.A504_Y505ins) nachgewiesen. Die Neumutation p.T670E konnte nur in einer 
Peritonealmetastase nachgewiesen werden, die anderen Metastasen wiesen einen 
Wildtyp in KIT Exon 14 auf. 
Beim zweiten Patienten handelte es sich um eine 56 jährige Frau, bei der 1995 ein 
Leiomyom des Dünndarms diagnostiziert wurde. Nach Entwicklung von Peritoneal-
metastasen im Jahr 2000 wurde die Diagnose geändert und unter dem Eindruck eines 
Leiomyosarkoms eine Chemotherapie begonnen. Eine erneute Überprüfung der 
A T T G A A G A A
A C
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Diagnose erbrachte die Diagnose eines GIST, und im Oktober 2001 wurde eine Therapie 
mit Imatinib begonnen. Nach 24 Monaten Therapie war der GIST sekundär progredient. 
Bis zum Ende des Follow-up 8 Jahre nach Stellung der Erstdiagnose lebte die Patientin 
mit der Erkrankung. In allen Proben (Metastasen aus Omentum, Mesenterium, Dünndarm 
und Peritoneum) konnte als Primärmutation eine Punktmutation in KIT Exon 11 (p.V560D) 
nachgewiesen werden. In einer Probe aus einer Peritonealmetastase konnte zudem die 
KIT Exon 14 Sekundärmutation (p.T670E) nachgewiesen werden. Zum Vergleich lag bei 
dieser Patientin Material aus dem ersten Lokalrezidiv vor Therapiebeginn vor, in dieser 
Probe, wie auch in den anderen Metastasen, lag ein Wildtyp in KIT Exon 14 vor.  
 
Beim ersten Patienten war der Tumor unter Therapie primär progredient, der GIST der 
zweiten Patientin sprach zunächst auf die Therapie mit Imatinib an und war 2 Jahre nach 
Therapiebeginn sekundär progredient.  
 
Bei 12 Patienten (Fälle B-12, B-13, B-14, B-15, B-16, B-17, B-18, B-19, B-20, B-21, B-22, 
B-24) lag zusätzlich zur Probe der Tumormanifestation, die unter Therapie mit Imatinib 
gewonnen wurde, eine Probe des Primärtumors vor Beginn der Therapie vor. In diesen 
Proben konnte ausnahmslos nur die Primärmutation nachgewiesen werden. 
In keiner Probe konnte eine Mutation in KIT Exon 15 nachgewiesen werden, in einer 
Probe des Falls B7 gelang die PCR und somit die Sequenzierung von KIT Exon 15 nicht. 
Bei keinem der 24 Patienten mit partieller Remission und Stabilisierung der Erkrankung 
konnte eine Sekundärmutation in KIT Exon 14 oder 15 nachgewiesen werden.  
3.4 Sekundärmutationen in Gruppe A – Patienten vor Therapie mit Imatinib und 
Gruppe WT – Patienten mit einem Wildtyp-GIST 
In der Gruppe A gelang die Sequenzierung sowohl von KIT Exon 14 als auch von KIT 
Exon 15 in allen Proben. In keiner Probe konnte eine Mutation in KIT Exon 14 oder 15 
nachgewiesen werden. Auch in der Gruppe der Patienten mit einem Wildtyp-GIST konnte 
keine Mutation in KIT Exon 14 oder 15 gefunden werden, wobei in Fall WT-3 die 
Sequenzierung von KIT Exon 14 und in einer Probe des Falls WT-13 die Sequenzierung 
von KIT Exon 15 trotz mehrfacher Versuche nicht gelang.  
Während der Erstellung der hier vorgelegten Arbeit wurden in der Arbeitsgruppe weitere 
Sekundärmutationen gefunden und erstbeschrieben, insbesondere p.V654A in Exon 13 
und p.Y823D in Exon 17 (Wardelmann et al., 2005; Wardelmann et al., 2006). 
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3.5 In – Vitro – Mutagenese 
Das Ziel des zweiten Teils der hier vorgelegten Arbeit war, die gefundenen Sekundär-
mutationen in einen passenden Vektor, den eukaryontischen Expressionsvektor 
pcDNA3.1 der Firma Invitrogen, zu klonieren. Ein solches Konstrukt kann im Folgenden 
in eine humane Zellreihe kloniert werden, um die Resistenz der Mutation gegenüber 
Imatinib testen zu können und zu belegen, dass die von uns erstbeschriebenen Muta-
tionen überhaupt ursächlich für die Entwicklung einer sekundären Resistenz gegenüber 
Imatinib sein könnten. 
Die Mutagenese gelang für Exon 17 (p.Y823D) ohne zusätzliche Mutation, kloniert in 
kompetente E.coli XL1 – Blue Zellen lag die DNA in einer Konzentration von 65 µg/ml vor. 
Bezüglich Exon 13 (p.V654A) war die Mutagenese ebenfalls erfolgreich, als 
Zusatzmutation lag in Codon 658 statt GGA GGT vor, beide Nukleotide kodieren jedoch 
für Glycin, so dass auch hiermit weitergearbeitet werden konnte. Die Konzentration konnte 
mit 73 µg/ml bestimmt werden. Bezüglich Exon 14 (p.T670E) gelang in keinem Klon die 
Mutagenese, wiederholt kam es zu mehrfacher Primeranlagerung. 
Damit c-DNA in humanen Zellen exprimiert werden kann, muss ein eukaryontischer 
Expressionsvektor verwendet werden. Die Umklonierung des Konstruktes aus dem 
pBlueskript – Vektor in den pcDNA3.1 – Vektor gelang für Exon 17 (p.Y823D) ohne 
Begleitmutation, das Konstrukt lag in einer Konzentration von 65 ng/µl vor. Bezüglich der 
Mutation in Exon 13 (p.V654A) gelang zwar eine Mutagenese, allerdings lag eine 
zusätzliche Basendeletion vor. Das Konstrukt mit der zusätzlichen Basendeletion lag in 
einer Konzentration von 704 ng/µl vor. Die Mutagenese von Exon 14 (p.T670E) gelang 
trotz mehrfacher Versuche nicht. 
Zusammenfassend gelang durch die erfolgreiche Klonierung der neu gefundenen 
Sekundärmutation KIT Exon 17 (p.Y823D) in einen eukaryontischen Expressionsvektor 
die Etablierung eines exemplarischen in – vitro Modells mit Hilfe dessen die Auswirkungen 
dieser Änderungen weiteruntersucht werden können. Die Klonierung der Mutation in Exon 
13 (p.V654A) gelang ebenfalls, allerdings nur mit zusätzlicher Basendeletion, dieses 
Konstrukt wurde, wie auch das Konstrukt mit der Mutation in Exon 14 (p.T670E) später 
von der Arbeitsgruppe fertiggestellt. 
50 
4. Diskussion 
4.1 Nachweis einer bisher nicht beschriebenen Sekundärmutation 
Das Hauptziel dieser Arbeit war es, molekulare Resistenzmechanismen bei GIST unter 
Therapie mit Imatinib zu detektieren und mögliche Ergebnisse auch funktionell weiter zu 
charakterisieren. 
Tatsächlich konnte bei 2 von 24 Patienten mit fortschreitender Erkrankung unter Therapie 
mit Imatinib eine neu aufgetretene Mutation in KIT Exon 14 nachgewiesen werden. Diese 
Mutation betraf Codon 670, es kam durch eine doppelte Punktmutation zum Austausch 
von ACA zu GAA und somit zum Austausch von Threonin durch Glutaminsäure 
(p.T670E). Diese Mutation war zuvor nicht beschrieben worden und wurde nach ihrer 
Feststellung publiziert (Wardelmann et al., 2005; Wardelmann et al, 2006). In beiden 
Fällen war die Neumutation nur in einer von mehreren Metastasen nachweisbar.  
Bei den Patienten handelte es sich um einen Mann und eine Frau, beide waren bei 
Erstdiagnose über 50 Jahre alt. In beiden Fällen lag der Primärtumor im Dünndarm, die 
Primärmutation betraf im ersten Fall KIT Exon 9, im zweiten Fall KIT Exon 11. Im ersten 
Fall wurden nach 10 Monaten, im zweiten Fall nach 60 Monaten Metastasen nachge-
wiesen und in der Folge eine Therapie mit Imatinib begonnen. Beim ersten Patienten war 
der Tumor primär resistent, und der Patient verstarb insgesamt 42 Monate nach 
Diagnosestellung. Der GIST der zweiten Patientin sprach zunächst auf die Therapie an. 
Sie entwickelte dann jedoch eine sekundäre Progredienz, am Ende des Follow-up (8 
Jahre nach Stellung der Erstdiagnose) lebte die Patientin noch. 
4.1.1 Sekundärmutation p.T670E als möglicher Resistenzmechanismus 
Auch wenn der Austausch von Threonin durch Glutaminsäure bei sekundär resistenten 
GIST zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit noch nicht zuvor beschrieben wurde, so 
war doch der Austausch von Threonin durch Isoleucin an funktionell der gleichen Stelle 
aus der Resistenzentwicklung der CML bekannt. 2004 wurde von Tamborini et al. diese 
Mutation erstmals auch bei GIST beschrieben (p.T670I). Threonin spielt in Codon 670 als 
Ausgangspunkt einer Wasserstoffbrückenbindung eine wichtige Rolle bei der Bindung 
von Imatinib und wird auch als „gatekeeper“ bezeichnet (Gramza et al., 2009). Von 
Studien der Resistenzentwicklung der CML ist bekannt, dass der Austausch von Threonin 
durch Isoleucin diese Wasserstoffbrückenbindung nicht zustande kommen lässt und 
51 
Imatinib somit nicht wirken kann (Schindler et al., 2000). Tamborini et al. zeigten 2004, 
dass p.T670I bei einem GIST auch in vitro zu einer Imatinibresistenz führt. Ob das 
Nichtzustandekommen der Wasserstoffbrückenbindung oder eine Konfor-
mationsänderung die Ursache der Resistenzentwicklung gegen Imatinib erklärt, ist bei der 
deutlich seltener auftretenden Variante p.T670E nicht geklärt.  
Im nächsten Schritt sollte daher in vitro geprüft werden, wie sich GIST mit der neu 
gefundenen Sekundärmutation verhalten. Mit dem durch die in-vitro-Mutagenese 
geschaffenen Konstrukt sollte eine Zellreihe geschaffen werden, mit der dieses Verhalten 
untersucht werden kann. 
4.2 Häufigkeit von Sekundärmutationen bei GIST 
Im erweiterten Kollektiv der Arbeitsgruppe konnten wir bei 14 von 32 Patienten (44 %) 
eine Sekundärmutation in KIT Exon 13, 14 und 17 nachweisen (Wardelmann et al., 2006).  
Chen et al. wiesen 2004 erstmals eine Sekundärmutation in einem imatinibresistenten 
GIST nach. In 6 Tumormanifestationen von 5 Patienten fanden sie eine Sekundärmutation 
in Exon 13, betroffen war Codon 654, durch eine Punktmutation kam es zum Austausch 
von Valin zu Alanin. Tamborini et al. beschrieben 2004 eine weitere sekundär entstandene 
Punktmutation in einem imatinibresistenten GIST. In KIT Exon 14 Codon 670 kam es zu 
einem Austausch von Threonin zu Isoleucin, auch in vitro konnte die Resistenz gegenüber 
Imatinib bestätigt werden. Debiec-Rychter et al. konnten 2005 Sekundärmutationen bei 
der Hälfte der untersuchten GIST mit sekundärer Resistenz gegenüber Imatinib 
nachweisen. p.T670I war auch hier in vitro resistent gegenüber Imatinib, jedoch sensibel 
gegenüber PKC412 (Midostaurin), einem anderem Tyrosinkinaseinhibitor. 
Untersuchungen im Rahmen der Phase II Studie B2222 erbrachten sekundäre (Punkt-) 
Mutationen als Ursache einer sekundären Resistenz bei 67 % der untersuchten GIST, die 
Daten wurden 2006 von Heinrich et al. veröffentlicht. Im in-vitro Modell führten diese 
Sekundärmutationen zu einer deutlichen Imatinibresistenz im Vergleich zum 
Zellkulturmodell ohne sekundäre Mutationen. 
Aktuelle Studien weisen in ca. 70 – 80 % der imatinibresistenten Tumormanifestationen 
Sekundärmutationen nach (Corless et al., 2011; Liegl et al., 2008; Nishida et al., 2008). 
Die seit den Erstbeschreibungen auch unserer Gruppe steigende Frequenz an nach-
gewiesenen Sekundärmutationen dürfte dabei in erster Linie auf die neueren sensi-tiveren 
molekularbiologischen Methoden wie z.B. das „next generation Sequencing“ 
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zurückzuführen sein. Diese Methode erleichtert zudem die molekulargenetische Unter-
suchung von Gewebe, das durch eine Feinnadelpunktion gewonnen wurde (Gleeson et 
al., 2015). 
4.3 Lokalisation der Sekundärmutationen 
Im Gegensatz zu den KIT Primärmutationen, die hauptsächlich in Exon 9 und 11, also in 
der juxtamembranären bzw. der extrazellulären Region liegen und eine Aktivierung des 
Rezeptors zur Folge haben, betreffen die Sekundärmutationen in Exon 13 und 14, 
respektive 17 und 18 den Bereich, der die Tyrosinkinasedomänen kodiert.  
Exon 13 und 14 kodieren die ATP-Bindungsstelle, an die auch Imatinib bindet. Eine 
Mutation in dieser Region kann also eine Bindung und damit die Wirkung des Medi-
kaments verhindern. Mutationen in Exon 17 und 18, die die „activation loop“ kodieren, 
führen zu einer Stabilisierung des Rezeptors in der aktiven Form und verhindern somit 
eine Bindung von Imatinib (Corless et al., 2011). 
Eine Mutation in Exon 15, das für das Kinaseinsert kodiert, konnten wir weder in den 
Proben vor noch unter Therapie nachweisen. Nach aktueller Literaturlage sind bisher 
keine Sekundärmutationen in KIT Exon 15 beschrieben.  
4.4 Vorkommen von Sekundärmutationen in bestimmten Subtypen 
Sekundärmutationen treten vor allem bei GIST mit sekundärer Imatinibresistenz auf. In 
unserem Kollektiv traten Sekundärmutationen bei imatinibresistenten GIST mit 
Primärmutation in Exon 11 häufiger auf als bei solchen mit Primärmutation in Exon 9 
(54,5 % versus 28,6 %) (Wardelmann et al., 2006). Dies beschrieben auch Heinrich et al. 
2006 (73 % versus 19 %). Agaram et al. untersuchten 2007 imatinibsensitive GIST und 
konnten in einer Tumormanifestation einer Patientin bei insgesamt untersuchten 43 
Proben von 28 Patienten eine Sekundärmutation in Exon 13 nachweisen (p.V654A), 23 
Monate später entwickelte diese Patientin einen Tumorprogress und eine zweite 
Sekundärmutation in Exon 14 (p.T670I). Antonescu et al. veröffentlichten 2005 das 
Auftreten einer Sekundärmutation bei 7 von 15 Patienten, diese GIST hatten als 
Primärmutation alle eine Exon 11 Mutation. Diesen Zusammenhang bestätigten auch Lee 
et al. in einer Metaanalyse 2013.  
Bisher sind keine Sekundärmutationen bei Wildtyp-GIST gefunden worden (Gounder und 
Maki, 2011). Auch in unserem Kollektiv von Wildtyp-GIST konnten wir weder bei Patienten 
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mit imatinibsensiblem GIST noch bei Patienten mit einem primär imatinibresistenten GIST 
Sekundärmutationen nachweisen. Dies kann als Hinweis dafür gewertet werden, dass die 
KIT-Aktivierung bei Wildtyp-GIST indirekt über andere Signalwege geschieht und nicht 
über eine direkte Aktivierung von KIT durch Mutation im KIT-Gen (Corless et al., 2011). 
Hierzu passt die in den vergangenen Jahren zunehmend geklärte Heterogenität dieser 
Gruppe, einen aktuellen Überblick über die sogenannten Wildtyp-GIST beschreiben Huss 
et al. 2015. Auch in den seltenen Fällen von GIST ohne immunhistochemische KIT-
Rezeptorexpression sind bisher keine Sekundärmutationen gefunden worden (Gramza et 
al., 2009). 
Bei Patienten mit primärer Imatinibresistenz konnten Heinrich et al. 2006 in 10 % der Fälle 
Sekundärmutationen nachweisen, Antonescu et al. konnten 2005 keine 
Sekundärmutationen in imatinibsensiblen oder primär resistenten GIST nachweisen. 
4.5 Unterschiede dieses Patientenkollektives im Vergleich zu den Daten der 
Literatur  
Im Gegensatz zur Literatur, in der 50 – 60 % der GIST primär im Magen und 20 – 30 % 
primär im Dünndarm gefunden werden, wurden sowohl in Gruppe A als auch in Gruppe 
B die meisten GIST dieses Kollektivs primär im Dünndarm gefunden. Dies liegt wahr-
scheinlich daran, dass GIST mit Primärlokalisation im Dünndarm häufiger eine 
schlechtere Prognose haben als GIST mit Primärmutation im Magen (Emory et al., 1999; 
Miettinen und Lasota, 2001). GIST mit Primärlokalisation mit Magen sind somit in dieser 
Arbeit unterrepräsentiert. Bemerkenswert ist das gehäufte Auftreten von extraintestinalen 
GIST (4 von 24 Fällen) in der Gruppe B. Bezüglich der Primärmutationen fällt auf, dass in 
diesem Kollektiv keine Fälle mit PDGFRA-Mutation vorkommen, dies ist ebenfalls durch 
den in aller Regel benigneren Verlauf dieser vor allem im Magen vorkommenden GIST zu 
erklären.  
4.6 Nachweis der Sekundärmutationen nur in einzelnen Proben 
Auffällig ist, dass die Sekundärmutationen nicht in allen Tumormanifestationen 
nachweisbar sind. Bei beiden der hier beschriebenen Fälle mit neu aufgetretener 
Sekundärmutation war diese Mutation nur in einer Metastase nachweisbar, die weiteren 
Metastasen wiesen einen Wildtyp für Exon 14 auf. Auch im Material des Primärtumors vor 
Beginn der Therapie im zweiten Fall konnte ein Wildtyp in Exon 14 nachgewiesen werden. 
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Im Gesamtkollektiv waren die Sekundärmutationen ebenfalls nicht in allen 
Tumormanifestationen nachweisbar (Wardelmann et al., 2006). Dies deutet darauf hin, 
dass es in den verschiedenen metastatischen Manifestationen offenbar in unter-
schiedlichem Ausmaß oder auch gar nicht zur Entwicklung sekundär resistenter Klone 
kommt. Bei Einsatz einer sensitiveren Methode zur Detektion könnte aber auch in diesem 
Kollektiv die Zahl der Sekundärmutationen höher sein. 
4.7 Mutationstyp 
Bei Sekundärmutationen handelt es sich, im Gegensatz zu den Primärmutationen, bei 
denen Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen vorkommen können, ausschließ-lich 
um Punktmutationen. Dies ist auch in den beiden hier angeführten Fällen der Fall, ebenso 
bei den Sekundärmutationen des Gesamtkollektivs (Wardelmann et al., 2006).  
4.8 Polyklonale Sekundärmutationen 
Parallel zu dieser Untersuchung von KIT Exon 14 und 15 wurde in der gleichen 
Arbeitsgruppe KIT Exon 13 und 17 untersucht, auch in diesen Bereichen konnten 
Sekundärmutationen nachgewiesen und 2006 veröffentlicht werden (Wardelmann et al., 
2006). Bemerkenswert war insbesondere der Nachweis mehrerer Sekundärmutationen in 
verschiedenen Tumormanifestationen in vier Fällen, ergänzend sei hier die Originaltabelle 












Tab. 2: Primär- und Sekundärmutationen von 32 GIST unter Therapie mit Imatinib, 



















1 2 Wild-type - None - - 
2 7 Exon 11 K558N,V559_V560del Exon 17 Y823D 3 
3 3 Exon 9 A504_Y505ins None - - 
4 5 Exon 11 N567_P573del Exon 14 S709F 1 
5 5 Exon 9 A504_Y505ins Exon 14 T670I 1 
6 2 Exon 11 Q556-,W557T, K558_V559del None - 
7 2 Exon 9 A504_Y505ins None - - 
8 1 Exon 9 A504_Y505ins None - - 
9 4 Exon 11 D579del Exon 13 V654A 1 
    Exon 17 D820G 1 
10 5 Exon 9 A504_Y505ins Exon 17 D816E 1 
     D820E 1 
     D820Y 1 
     N822K 1 
11 1 Exon 11 V569_L576del None - - 
12 3 Exon 11 Q556-,W557_V559del Exon 14 T670I 2 
13 2 Exon 11 W557_K558del None - - 
14 2 Exon 11 V559_G565del None - - 
15 2 Wild-type - None - - 
16 6 Exon 11 K558_D572del Exon 13 V654A 1 
17 2 Exon 9 A504_Y505ins None - - 
18 3 Exon 11 W557_K558del Exon 14 T670I 1 
19 2 Exon 11 M552_W557del None - - 
20 6 Exon 11 W557_K558del None - - 
21 2 Exon 11 V560del None - - 
22 3 Exon 11 E554A,V555_D572del Exon 13 V654A 1 
23 2 Exon 11 P551_E554del None - - 
24 3 Wild-type - None - - 
25 2 Exon 11 V560D None - - 
26 7 Exon 11 V560D Exon 13 V654A 4 
    Exon 14 T670I 1 
27 5 Exon 11 W557_K558del Exon 13 V654A 1 
    Exon 14 T670E 2 
    Exon 17 Y823D 2 
28 3 Exon 11 W557G None - - 
29 3 Exon 11 E554del Q556_W558del Exon 13 V654A 
30 7 Exon 9 A504_Y505ins None - 
N822K 
- 
31 1 Exon 11 W557_E562del Exon 17 1 
32 1 Exon 11 W557_E561del Exon 13 V654A 1 
 
Interessanterweise konnte in einer später von der Arbeitsgruppe untersuchten Probe der 
zweiten Patientin mit Sekundärmutation p.T670E eine zweite Sekundärmutation in Exon 
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13 (p.V654A) in einer unter Therapie mit Imatinib progredienten Lebermetastase nach-
gewiesen werden.  
Auch Liegl et al. beschrieben 2008 in ihrer Studie die Heterogenität der Sekundär-
mutationen und somit die individuelle klonale Entwicklung der Tumormanifestationen. So 
konnten sie in 9 von 11 Patienten (83 %) mit progressivem GIST unter Therapie mit 
Imatinib oder Sunitinib und Primärmutation in KIT Sekundärmutationen in KIT 
nachweisen. Bei 6 Patienten (67 %) konnten 2 bis 5 verschiedene Sekundärmutationen 
in verschiedenen Metastasen nachgewiesen werden, 3 Patienten (34 %) wiesen 2 
Sekundärmutationen in derselben Metastase auf. Sekundärmutationen in Wildtyp-GIST 
fand auch diese Arbeitsgruppe nicht. 
4.9 Entstehen die Sekundärmutationen neu oder wächst der Tumor aufgrund 
einer Selektion durch die Therapie?  
Es stellt sich die Frage, ob die Sekundärmutationen unter Therapie neu entstehen oder 
bereits vor Therapie in einigen Zellen vorbestehen und diese Zellen durch die Therapie 
selektioniert zu einem Wachstum des Tumors führen. 
Grundsätzlich besteht der Eindruck, dass die Zahl der Fälle mit Sekundärmutation mit 
zunehmender Therapiedauer kontinuierlich weiter steigt. Da Exon 11 mutierte GIST zu-
meist länger stabilisierbar sind, wäre ihr Risiko neu auftretender weiterer Mutationen dann 
höher als das für GIST mit anderen Mutationen. Andererseits weisen GIST mit geringerem 
Ansprechen auf Imatinib, also zum Beispiel solche mit Primärmutation in KIT Exon 9, unter 
Therapie mehr Tumorzellen auf. Die vermehrte Anzahl von Zellen könnte das Risiko der 
Entwicklung einer Sekundärmutation ebenfalls erhöhen (Wardelmann et al., 2006). 
Allerdings lassen sich beide Thesen nicht durch Daten belegen. 
Alternativ ist denkbar, dass bereits initial einige Tumorzellen zusätzlich zur Primär-
mutation eine zweite Mutation aufweisen, die ohne Einsatz von Tyrosinkinaseinhibitoren 
aber keinen Wachstumsvorteil darstellen. Unter Therapie käme es zu einer Selektion der 
Zellen mit zwei Mutationen. Allerdings konnten bisher in keinem Primärtumor mehrere 
oder mindestens zwei KIT Mutationen nachgewiesen werden. Es kann naturgemäß nicht 
ausgeschlossen werden, dass dies auf eine zu geringe Sensitivität der verwendeten 
Methoden zurückzuführen ist, so dass die nur sehr geringe Anzahl doppelt mutierter 
Tumorzellen nicht detektiert werden kann. In einer aktuellen Publikation konnten Heydt et 
al. mittels „next generation sequencing” im Bonner Kollektiv keine resistente 
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Sekundärmutation im Primärtumor nachweisen, was die Theorie der Ent-stehung der 
Sekundärmutation unter der Therapie stützt. Allerdings ist natürlich auch die Sensitivität 
des „next generation sequencing“ begrenzt (Heydt et al. 2015).  
Desai et al. beschrieben 2007 bei 23 von 48 Patienten mit progressivem GIST unter 
Therapie mit Imatinib im CT/MRT/PET-Scan neu anreichernde Regionen in vorher 
bekannten Tumormassen („nodules within a mass“). Diese Läsionen traten im Median 
nach 5 Monaten (Spannweite 0 bis 13 Monaten) auf. Bei 18 Patienten gingen diese 
Neuanreicherungen einem objektivierbaren Tumorprogress voraus. Bei 10 Patienten 
konnten diese Läsionen biopsiert und mit dem Primärtumor verglichen werden, bei 8 
Patienten konnten neu aufgetretene Sekundärmutationen nachgewiesen werden. Diese 
Beobachtung spricht für eine Selektion einzelner Tumorzellen mit Sekundärmutation 
durch die Therapie. Die Autoren folgerten zudem daraus, dass bereits diese neu 
anreichernden Läsionen als Tumorprogress zu werten sind, auch wenn die Gesamtläsion 
hierdurch noch nicht an Größe zugenommen hat. 
4.10 Einfluss der Sekundärmutationen auf den klinischen Verlauf 
Die geringe Anzahl von Fällen mit Sekundärmutationen lässt in dieser Arbeit mit nur 2 
Sekundärmutationen keine Aussage auf einen möglichen Einfluss der Neumutation auf 
den klinischen Verlauf zu. Im Gesamtkollektiv der Patienten ergaben sich jedoch 
Hinweise, dass GIST mit Sekundärmutation in KIT Exon 14 einen aggressiveren Verlauf 
aufweisen (Wardelmann et al., 2006). Aufgrund des Auftretens mehrerer Sekundärmu-
tationen in verschiedenen Metastasen und zum Teil sogar in verschiedenen Regionen 
einer Metastase eines Patienten ist eine routinemäßige Bestimmung möglicher 
Sekundärmutationen bei Patienten mit metastasiertem GIST aktuell nicht empfohlen, da 
von einem erheblichen Stichprobenfehler ausgegangen werden muss (Corless et al., 
2011; Liegl et al., 2008; Wardelmann et al., 2005).  
4.11 Alternative Resistenzmechanismen 
Neben diesen Sekundärmutationen müssen weitere Wege der Resistenzentwicklung 
diskutiert werden. So berichten Liegl et al. 2008 von 2 imatinibresistenten Läsionen, in 
denen eine Amplifikation von KIT nachweisbar war, aber keine Sekundärmutation.  
Bei einer Minderheit der sekundär resistenten GIST kann im Verlauf keine KIT Expression 
mehr nachgewiesen werden, dies kann durch eine „Umschaltung“ auf alter-native 
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Signalwege erklärt werden. So konnten Mahadevan et al. 2007 bei zwei Patienten mit 
KIT-negativen GIST immunhistochemisch eine Expression von AXL, einer weiteren 
Tyrosinkinase, nachweisen. In vitro bestätigte sich in einer imatinibresistenten Zellreihe 
die Überexpression der Tyrosinkinase AXL bei gleichzeitiger Herunterregulation von KIT. 
AXL reguliert dieselben Signalwege wie KIT, der Mechanismus bei GIST ist bisher unklar 
(Gramza et al., 2009).  
Sakurama et al. zeigten 2009 in einer imatinibresistenten Zellreihe mit KIT p.D820Y 
Mutation in Exon 17 eine fortbestehende FAK (focal adhesion kinase) und AKT Aktivität, 
die in einer KIT Exon 11 mutierten imatinibsensiblen Zellreihe nicht nachweisbar war. 
Sowohl in vitro als auch in vivo in einem Xenograft-Mausmodell führte die Behandlung mit 
einem FAK-Inhibitor zum Zelltod. 
Agaram et al. konnten 2008 eine BRAF p.V600E Mutation in einer Imatinib-resistenten 
Metastase nachweisen. Die Therapie mit BRAF-Inhibitoren, wie sie bei malignen 
Melanomen erfolgt, kann daher bei nachgewiesener Mutation im Einzelfall erwogen 
werden (Agaimy et al., 2009; Agaram et al, 2008).  
Dies zeigt, dass die molekularpathologische Diagnostik auch bei einem resistenten GIST 
entscheidende Hinweise für die weitere Therapie geben kann.  
4.12 Alternative Therapiemöglichkeiten  
Die Bestimmung der Sekundärmutationen kann sowohl für die weitere medikamentöse 
Therapie von entscheidender Bedeutung sein, vor allem aber auch für die Entwicklung 
weiterer neuer Therapieansätze. Da nur wenige Patienten mit imatinibresistenten GIST 
auf eine Dosiserhöhung reagieren, wurden in der Zwischenzeit in mehreren Studien 
alternative Tyrosinkinaseinhibitoren zur Therapie imatinibresistenter GIST auch in Bezug 
auf die Wirksamkeit bei Sekundärmutationen untersucht. 
Besonders zu nennen ist hier Sunitinib. Wie auch Imatinib bindet Sunitinib an der in-
aktiven Tyrosinkinasedomäne und verhindert das Binden von ATP. Neben KIT und 
PDGFRA hemmt Sunitinib noch weitere Tyrosinkinasen, insbesondere den Rezeptor des 
vascular endothel growth factor (VEGF1, VEGF, VEGF3). Diese Hemmung kann durch 
den negativen Einfluss auf die Gefäßproliferation eine unterstützende therapeu-tische 
Wirkung haben (Mendel et al., 2003). Eine Multicenter Phase III Studie mit 312 Patienten 
mit fortgeschrittenem GIST aus den Jahren 2003 – 2005 ergab bei 207 Patienten, die 
50 mg Sunitinib in einem 6-Wochen-Zyklus (4 Wochen ON, 2 Wochen OFF) erhielten, 
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eine Zeitspanne bis zum Tumorprogress von im Median 26 Wochen, im Vergleich zur 
Placebogruppe mit 6 Wochen. Nebenwirkungen (Fatigue, Diarrhoe, 
Pigmentierungsstörungen, Hauterscheinungen, Übelkeit, Appetitminderung, Hand-Fuß-
Syndrom) wurden häufig, aber in milder Ausprägung beschrieben. Zudem können Leuko- 
und Thrombozytopenien auftreten (Demetri et al., 2006). Sunitinib wurde 2006 für 
Patienten mit imatinibresistentem GIST oder bei Imatinibunverträglichkeit von der FDA als 
Zweitlinientherapie zugelassen.  
Allerdings sprechen nicht alle imatinibresistenten GIST auf Sunitinib an, auch hier scheint 
es eine Abhängigkeit von der Molekulargenetik der Tumoren zu geben (s. Abb. 14). 
Weitere Tyrosinkinaseninhibitoren sind Sorafenib und Nilotinib. Bedingt durch eine 
vermehrte zelluläre Aufnahme führt eine Therapie mit Nilotinib zu einer 7- bis 10-fach 
höheren intrazellulären Konzentration im Vergleich zu Imatinib oder Sunitinib (Kim und 
Zalupi, 2011). Auch bei diesen Medikamenten zeigen sich einige GIST in Abhängigkeit 
ihrer Mutationen resistent, wie Corless et al. 2011 anschaulich zeigten. 
 
 
Abb. 14: Sekundärmutationen in KIT und ihr in-vitro Ansprechen auf Imatinib (IM), 
Sunitinib (SU), Sorafenib (SOR) und Nilotinib (NIL). JM-juxtamembranärer Bereich, aus 
Corless et al., 2011. 
Nachdem Demetri et al. 2013 die Ergebnisse einer Phase III Studie (GRID) veröffent-
lichten, in der Patienten mit imatinib- und sunitinibresistenten GIST von Regorafenib 
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profitierten (das Intervall bis zum Tumorprogress betrug in der Regorafenib-Gruppe 
4,8 Monate, in der Plazebogruppe 0,9 Monate), wurde Regorafenib von der FDA als 
thirdline Therapie bei imatinib- und sunitinibresistenten GIST zugelassen. Als Neben-
wirkung traten vor allem arterielle Hypertension, das Hand-Fuß-Syndrom und eine 
Diarrhoe auf (Demetri et al., 2013). In den letzten Jahren wurde bei Patienten, deren GIST 
initial auf Imatinib angesprochen hat, eine erneute Gabe von Imatinib als thirdline 
Therapie vor allem in Palliativ-Situationen nach Resistenzentwicklung auf Imatinib und 
Sunitinib versucht. Dies führte zu einer signifikanten Verlängerung des progressfreien 
Intervalls, das Gesamtüberleben wurde nicht beeinflusst (Kang et al., 2013). Weitere 
Tyrosinkinaseinhibitoren werden aktuell erforscht. 
Letztlich scheinen die Therapieerfolge der Monotherapien mittels Tyrosinkinase-
inhibitoren bei GIST durch die sekundäre Resistenzentwicklung infolge von Sekundär-
mutationen limitiert zu sein. Für die Zukunft wäre eine Kombination aus verschiedenen 
Tyrosinkinaseinhibitoren, die sowohl die inaktive (wie Imatinib) alsauch die aktive Form 
von KIT binden können, interessant, diese Kombinationen sind aufgrund der erheblichen 
Nebenwirkungen bislang aber nicht etabliert. Alternativ zur Therapie mit 
Tyrosinkinaseinhibitoren, wurden einige andere Strategien erprobt, so zum Beispiel eine 
Therapie mit Heat-shock-Protein-Inhibitoren. Diese stabilisieren Proteine wie den KIT-
Rezeptor und schützen sie vor proteosomaler Degradation. Nach anfänglich guten 
Ergebnissen (Wagner et al., 2008) wurden die nachfolgenden Studien aufgrund von 
Nebenwirkungen aber auch Wirkungslosigkeit geschlossen (Marrari et al., 2012). Eine 
aktuelle Publikation zeigte ein Ansprechen der GIST auf den oralen HSP-Inhibitor BIIB021 
bei 43 % der 36 Patienten einer Phase II Studie. Die Nebenwirkungen wurden als mild bis 
moderat beschrieben (Dickson et al., 2013). 
Ein weiterer Mechanismus besteht in der Hemmung der von KIT oder PDGFRA 
abhängigen Signalkaskaden wie P13K, AKT oder mTOR. Präklinische Daten zeigen hier 
einen Synergismus zwischen Tyrosinkinaseinhibitoren und Inhibitoren der PI3K-Kaskade 
(Floris et al., 2013), klinische Studien hierzu sind noch nicht abgeschlossen. Eine aktuelle 
Übersicht der Therapiemöglichkeiten und der Studien publizierten Serrano und George 
2014 sowie Abdel-Rahman und Fouad im Juni 2015.  
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5. Zusammenfassung 
GIST sind die häufigsten mesenchymalen Tumoren des Gastrointestinaltrakts. 1998 
wiesen Hirota et al. erstmals Mutationen in KIT nach. Aktuell geht man davon aus, dass 
etwa 80 % der GIST eine aktivierende Mutation in KIT aufweisen. Nachdem Joensuu et 
al. 2001 eindrücklich die Wirkung des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib bei einer Patientin 
mit fortgeschrittenem metastasierten GIST beschrieben und die folgenden Phase II und 
III Studien diese Wirkung bestätigten, ist Imatinib mittlerweile die Therapie der 1. Wahl bei 
inoperablen oder metastasierten GIST. Das mediane Überleben lag bei rein chirurgischer 
Therapie bei ca. 18 Monaten, durch die medikamentöse Therapie erhöhte sich das 
mediane Überleben auf ca. 50 Monate (Blanke et al., 2008). Ca. 40 bis 50 % der GIST 
entwickeln innerhalb der ersten 2 Jahre nach Therapiebeginn eine sekundäre Resistenz 
gegenüber Imatinib (Heinrich et al., 2008). 
Es werden verschiedene Ursachen der Resistenzentwicklung diskutiert. Ziel dieser Arbeit 
war die Suche nach Sekundärmutationen bei GIST, die, analog zu Mechanismen der 
Resistenzentwicklung bei der Therapie einer CML mit Imatinib, eine solche Imatinib-
resistenz erklären können. Hierfür wurden aus dem Kollektiv der GIST-Patienten des 
Instituts für Pathologie des Universitätsklinikums Bonn sowie eingesandter Referenzfälle 
Tumorproben von Patienten mit fortgeschrittenem GIST, die vor und während der 
Therapie mit Imatinib hauptsächlich im Rahmen einer Operation gewonnen wurden, auf 
Sekundärmutationen in KIT untersucht. Als mögliche „Hot Spot“ Regionen wurden Exon 
14, das die 1. Tyrosinkinase kodiert und Exon 15, das das Kinaseinsert des KIT-Rezeptors 
kodiert, untersucht.  
Bei 2 von insgesamt 69 Patienten mit fortgeschrittenem GIST unter Therapie mit Imatinib 
konnte in je einer Metastase eine Sekundärmutation in Exon 14 des KIT-Rezeptors 
nachgewiesen werden. Diese Mutation (p.T670E) wurde bisher weder als Sekundär- noch 
als Primärmutation beschrieben. Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Mutation in vitro 
mittels Klonierung in einen eukaryontischen Expressionsvektor eingefügt. Somit erfolgte 
ein erster Schritt zur in vitro Validierung der neu gefundenen Sekundärmutation T670E in 
KIT als Ursache für eine Imatinibresistenz bei GIST. Dieses Modell ist hervorragend 
geeignet, die Wirksamkeit neuer Tyrosinkinaseinhibitoren oder andere medikamentöse 








6.1 Klinische Daten 
 
Tab. 3: Klinische Daten Gruppe A – Patienten vor Therapie mit Imatinib 
 

















A-1 W 45 PT (1) Magen 16,0 Gem 18 Hoch 
A-2 M 41 PT (1) Dünndarm KA Sp 6 KA 
A-3 W 56 PT (1) Dünndarm 6,0 Sp 19 Hoch 
A-4 M 79 PT (1) Dünndarm 15,0 Gem 14 Hoch 
A-5 M 51 PT (1) Magen 21,0 Sp 42 Hoch 
A-6 M 61 PT (1) Ösophagus 8,0 Gem 13 Hoch 
A-7 M 57 PT (1) Dünndarm 11,1 Sp 4 Hoch 
A-8 M 41 PT (1) Dünndarm 17,0 Sp 4 Hoch 
A-9 W 52 PT (1) Dünndarm 5,0 Sp 0 Gering 
A-
10 




































M 62 Metastase (1) Magen 25 
Gem 
PT: 60 Hoch 
A-
17 




















W 68 PT (1) Dünndarm 13,0 
Sp 
12 Hoch 











































*bezogen auf den Primärtumor 
M-männlich, W-weiblich, PT-Primärtumor, Met-Metastase, KA-keine Angabe, Gem-gemischter Subtyp, Sp-spindelzelliger 





















Imatinib/ Dauer des 
Ansprechens bis zum 
Ende des Follow–up 
[Monate] 
Outcome Primärmutation 
A-1 17 Leber PD 0 DOD1 WT - 
A-2 48 Leber PR 21 KA Exon 11 p.Q556_D572del 
A-3 9 Leber PR 27 KA Exon 11 p.V560D 
A-4 3 Leber PR 28 KA Exon 11 p.N564_L576del 
A-5 0 Leber, 
Peritoneum 
PR 27 KA Exon 11 p.Q556_L563del 
A-6 0 Leber SD 26 KA Exon 11 p.W557_K558del 
A-7 12 Leber, 
Peritoneum 
PR 27 KA WT - 
A-8 8 Leber, 
Peritoneum, 
Rezidiv 





SP 16 KA Exon 9 p.A504_Y505ins 
A-10 31 Leber PR 21 KA Exon 11 p.K550-K558del 
A-11 11 Leber SP 25 KA Exon 13 p.K642E 
A-12 27 Leber, 
Peritoneum, 
Knochen 
SD 24 KA Exon 11 p.K558-V560del 
A-13 29 Leber SD 23 KA Exon 9 p.A504_Y505ins 
A-14 17 Leber, Rezidiv PR 22 KA Exon 11 p.V560D 
A-15 0 Leber PR 14 KA Exon 11 p.V560D 
A-16 25 Peritoneum PR 26 KA WT - 
A-17 36 Rezidiv PD 0 KA WT - 


















Imatinib/ Dauer des 
Ansprechens bis zum 
Ende des Follow–up 
[Monate] 
Outcome Primärmutation 
A-18 10 Rezidiv, 
Peritoneum 
PR 23 KA WT - 
A-19 -** Kein Progress PR 29 KA Exon 11 p.V560G 
A-20 17 Leber SD 28 KA Exon 11 p.Q556H, 
p.W557_D572del 
A-21 10 Peritoneum, 
Rezidiv 
CR 23 KA Exon 9 p.A504_Y505ins 
A-22 42 Leber PD 0 DOD3 WT - 
A-23 KA KA PR 48 KA Exon 11 
p.K550L, 
p.P551_V555del 
A-24 KA Rezidiv PR 16 KA Exon 13 p.K642E 
A-25 8 Rezidiv SP 21 KA Exon 11 p.W557_K558del 
A-26 0 Peritoneum SP 20 KA Exon 11 p.W557G 
 
KA-Keine Angabe, CR-complete response, PR-partial response, SD-stable disease, SP-secondary progress, PD-progressive 
disease; DOD-Died of disease  
* A10 Erstdiagnose Leiomyosarkom, Zustand nach R0 Resektion; ** A19 primär inoperabel 







Tab. 5: Klinische Daten Gruppe B – Patienten unter Therapie mit Imatinib 
 


















B-1 M 50 Metastase (2 ) Magen KA KA KA KA 
B-2 M 46 Rezidiv (1) Peritoneum KA KA KA KA 
B-3 M 56 Metastase (4) Peritoneum 8,0 KA KA KA 
B-4 W 38 Metastase (2) Dünndarm KA KA KA KA 
B-5 M 57 Metastase (3) Ileum 16 KA KA KA 
B-6 M 42 Metastase (6) Dünndarm 15 KA KA KA 
B-7 M 56 Metastase (5) Ileum 15 KA KA KA 
B-8 M 54 Metastase (1) Rektum 11 KA KA KA 
B-9 M 60 Rezidiv (1) Dünndarm 15 KA KA KA 
B-10 M 56 Rezidiv (1) Rektum KA KA KA KA 
B-11 W 40 KA (1) KA KA KA KA KA 
B-12 M 60 PT (1),  
Metastase(1)1 
Magen 18 Gem 15 Hoch 
B-13 M 60 PT (1), 
Metastase (1) 
Jejunum 6,0 Sp 8 Hoch 
B-14 W 43 PT (1), 
Metastase (1) 
Jejunum 20,0 Sp 2 Hoch 
B-15 M 58 PT (1), 
Rezidiv (2), 
Metastase (3) 
Dünndarm 5,5 Sp 2 Intermediär 
B-16 M 59 PT(1),  
Metastase (1) 
Dünndarm 7,0 Sp 36 Hoch 
B-17 M 57 PT,  
vor Therapie (1), 
nach Therapie 
(5)2 

























B-18 W 67 PT(1),  
Metastase(1) 
Dünndarm KA Sp 1 KA 
B-19 W 68 PT (1), 
Metastase (2) 
Dünndarm 7.0 Sp 11 Hoch 
B-20 M 59 PT (1), 
Metastase (4) 
Ileum KA Sp 135 Hoch 
B-21 M 72 PT (1), 
Metastase (1) 
Jejunum 8,0 Sp 10 Hoch 
B-22 W 56 PT (1), 
Metastase (1) 
Peritoneum 11,0 Sp 135 Hoch 
B-23 w 56 Metastase (5) Peritoneum KA KA KA KA 
B-24 M 53 PT (1), 
Metastase (1) 
Magen 15,0 Sp 110 Hoch 
 
M-männlich, W-weiblich, HPF-high power field, PT-Primärtumor, KA-keine Angabe, Sp-spindelzelliger Subtyp, Epi-epitheloider 
Subtyp, Gem-gemischter Subtyp 
* bezogen auf den Primärtumor 




















Imatinib/ Dauer des 
Ansprechens bis 
zum Ende des 
Follow–up [Monate] 
Out-come Primärmutation 
B-1 0 Peritoneum 
Duodenum 





SP 24 AWD (62) Exon 11 p.M552_W557del 











SP 16 AWD (59) Exon 11 p.E554del, 
Q556_W558del 
B-6 6 Leber SP 15 DOD (48) KA  
B-7 10 Peritoneum PD 0 DOD (42) Exon 9 p.A504_Y505ins 
B-8 108 Leber SP 19 DOD (132) Exon 11 p.Q556H, p.W557T, 
p.K558_559del 





SD 45 AWD (144) Exon 9 p.A504-Y505ins 
B-11 5, 
16, 21, 28 
Rezidiv PR 25 AWD (51) Exon 11 p.V569-L576del 
B-12 0 Leber PR 11 DOD1(30) Exon 11 p. W557_K558del 





PR 24 AWD (25) WT - 
B-15 13 Rezidiv, Leber SP 13 DOD (56) Exon 11 p.K558_D572del 


















Imatinib/ Dauer des 
Ansprechens bis 
zum Ende des 
Follow–up [Monate] 
Out-come Primärmutation 
B-17  keine SP 12 DOD (40) Exon 11 p.W557_K558del 
B-18 0 Peritonum SP 15 DOD (62) Exon 11 p.V560del 
B-19 6 Peritoneum SP 19 DOD (45) Exon 11 p.E554A, 
p.V555_P573del 
B-20 84 Leber, 
Peritoneum 
SP 10 DOD (111) Exon 9 p.A504_Y505ins 





PR 17 AWD (45) Exon 11 p.V560D 
B-23 60 Peritoneum SP 24 AWD (96) Exon 11 p.V560D 
B-24 6 Peritoneum SP 18 AWD (40) Exon 11 p.W557_K558del 
 
Mon-Monate, KA-Keine Angabe, CR-complete response, PR-partial response, SD-stable disease, SP-secondary progress, PD-
progressive disease; DOD-Died of disease, AWD-alive with disease 
































WT-1 M 62 PT (1) Magen 2,5 Sp 1 sehr gering 
WT-2 M 51 PT (1) Magen 7,0 Epi 0 gering 
WT-3 W 83 PT (2) Ösophagus 0,1 Sp 0 kein Risiko 
WT-4 W 67 PT (1) Duodenum 13,0 KA 0 hoch 
WT-5 M 55 PT (3) Magen (multipel) 0,3 Sp 0 kein Risiko 
WT-6 M 45 PT (1) Magen 4,0 KA 0 sehr gering 
WT-7 M 76 PT (1) Magen 3,2 Sp 0 sehr gering 
WT-8 W 83 PT (1) Dünndarm 0,6 Sp 0 kein Risiko 
WT-9 M 83 PT (1) Magen 1,8 KA 0 kein Risiko 
WT-10 M 78 PT (1) Magen 0,4 Sp 0 kein Risiko 
WT-11 W 58 PT (1) Magen 2,0 Gem 1 kein Risiko 
WT-12 W 31 PT (1) Magen 6,5 KA 32 hoch 
WT-13 W 60 PT (2) Dünndarm 8,0 Sp 0 intermediär 
WT-14 W 68 PT (1) Magen 22,0 Epi 7 hoch 
WT-15 W 73 PT (2) Magen KA Gem 50 KA 
WT-16 W 77 PT (1) Magen 11 Sp 2 intermediär 
WT-17 M 14 PT (1) Dünndarm 1,2 Sp 0 kein Risiko 
WT-18 W 42 Primärtumor (1) Dünndarm 10,0 Gem 1 intermediär 
WT-19 M 60 Primärtumor (1) Magen 5,0 Sp 0/25 KA 
 
W-weiblich, M-Männlich, HPF-high power field, KA-Keine Angabe, Sp-spindelzelliger Subtyp, Epi-epitheloider Subtyp, Gem-gemischter 
Subtyp 
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